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cDNA Ácido desoxirribonucléico complementar 
CDRs Coeficientes de demência 
CT Cycle threshold 
DA Doença de Alzheimer 
DNA Ácido desoxirribonucléico 
dNTP Desoxirribonucleotídeo trifosfato 
DP Desvio Padrão 
DSM-IV IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 
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N Número de indivíduos 
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qRT-PCR Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
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HYC Homocisteína 
rpm Rotações por minuto 
SAH S-adenosil-homocisteína 
SAM S-adenosil-metionina 
HMT Histona metiltransferase 




Objetivos: Este estudo teve como objetivo avaliar a expressão e a regulação 
epigenética dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 na Doença de 
Alzheimer (DA) e quantificar a metilação de sequências LINE1 no tecido cerebral 
de pacientes e controles. Métodos: A quantificação de RNAm foi realizada por 
meio de qRT-PCR e os padrões de metilação foram determinados por 
espectrometria de massa e pirosequenciamento. Foram avaliadas três regiões 
cerebrais post mortem (córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo) de cerca 
de 10 pacientes com Doença de Alzheimer e 10 idosos saudáveis, assim como 
sangue periférico de cerca de 20 jovens, 20 idosos saudáveis e 30 pacientes 
com DA. Resultados: No sangue periférico os genes DPYSL2, CNP foram mais 
expressos em indivíduos jovens e os genes HSPA8 e HSPA9 foram mais 
expressos em pacientes com DA, em relação aos demais grupos. A expressão 
dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 foi menor no córtex auditivo, no 
córtex entorrinal e no hipocampo de pacientes com DA do que em idosos 
controles, não diferindo entre si no grupo de pacientes com DA e no grupo de 
idosos. Entre os tecidos sangue e cérebro de pacientes e de idosos controles, os 
genes DPYSL2 e CNP foram mais expressos em sangue, enquanto que as 
chaperonas HSPA8 e HSPA9 foram mais expressas no cérebro. Conclusões: A 
maior expressão dos genes DPYSL2 e CNP em sangue periférico de jovens 
pode estar relacionada a uma maior proliferação do sistema imunológico ou a 
atuação desses genes em vias ainda não conhecidas. Já a expressão 
aumentada das chaperonas no sangue pode estar associada a uma resposta ao 
estresse oxidativo observado na doença. As diferenças nos níveis de RNAm 
observadas entre o sangue e o cérebro de pacientes e de controles podem ser 
decorrentes de funções tecido-específicas. A diminuição da expressão dos 
quatro genes no tecido cerebral de pacientes com DA em relação aos idosos, 
pode indicar uma participação destes genes na fisiopatologia da doença, 
atuando na morte neuronal, na modulação de sinais extracelulares e no acúmulo 
de proteínas no cérebro. Os níveis aumentados de metilação das sequências 
LINE1 devem estar relacionados ao desenvolvimento da DA, porém, a metilação 
dos promotores de genes candidatos não parece ser o mecanismo responsável 
pelo controle da expressão gênica em pacientes e controles.  




O aumento da expectativa de vida resultou em um significativo 
crescimento da população idosa mundial e, por isso, acarretou no aumento da 
incidência de doenças associadas ao envelhecimento (1). Estima-se que, em 
2050, haja cerca de dois bilhões de habitantes com 60 anos ou mais em todo o 
mundo, sendo que o Brasil deterá 64 milhões desse total (2).  
A Doença da Alzheimer (DA) é a demência mais comum em todo o 
mundo e afeta 6% da população com mais de 65 anos (3). Em 2010, o impacto 
econômico da demência no mundo foi de US$ 604 bilhões, superando os gastos 
pessoais com câncer ou doenças cardíacas (1). 
A DA resulta em perda irreversível de neurônios, principalmente no 
córtex e no hipocampo. Seus aspectos clínicos envolvem o prejuízo progressivo 
da memória, do julgamento, da tomada de decisões, da orientação temporo-
espacial e da linguagem. O diagnóstico provável dessa doença está baseado no 
exame neurológico e na exclusão de outros casos de demência, porém o 
diagnóstico definitivo pode ser realizado somente por meio de avaliação post 
mortem do cérebro. As duas principais características patológicas da DA são a 
presença de placas senis e de novelos neurofibrilares no cérebro (4). 
Geneticamente, a DA é heterogênea e complexa, e apresenta 
diferentes formas de herança. A DA de acometimento precoce (antes dos 60-65 
anos) possui herança autossômica dominante e está associada a mutações em 
três genes relacionados à produção e eliminação da proteína β-amilóide (5, 6). A 
DA de acometimento tardio, ou esporádico, apresenta herança complexa, com 
influência de fatores genéticos e ambientais (7). 
Atualmente, é constante a busca por marcadores biológicos que 
possam predizer se um indivíduo irá desenvolver a DA, ou, em qual estágio da 
doença o paciente encontra-se. Um marcador como esse, poderia auxiliar na 
conduta clínica, além de ser um possível alvo para novas drogas que busquem a 
diminuição do declínio cognitivo (8). 
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A epigenética é definida como alterações herdadas, mitótica ou 
meioticamente, na expressão gênica e que não resultaram de modificações na 
sequência de DNA (9). Fatores epigenéticos têm sido apontados recentemente 
como moduladores do fenótipo resultante da DA, mesmo quando mutações 
específicas são a causa dessa doença (10, 11). 
A metilação do DNA é um mecanismo de silenciamento epigenético 
em mamíferos. Genes ativamente transcritos, geralmente, apresentam 
hipometilação da região promotora, enquanto que genes silenciados possuem 
abundante metilação nessa região (12).  
Dessa forma, o presente estudo propôs a análise da expressão dos 
genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9, selecionados de acordo com suas 
funções e/ou envolvimento em processos relacionados ao envelhecimento e à 
DA. Quando identificada diferença de expressão nos diferentes tecidos e regiões 
cerebrais, foi realizada a análise da metilação dos promotores gênicos, a fim de 
investigar uma possível regulação epigenética na doença. Adicionalmente, foi 
avaliado se o padrão de metilação global em regiões cerebrais é alterado 
durante o processo de envelhecimento e na DA.  
1.1 Objetivos 
1. Comparar a expressão e os níveis de metilação dos genes DPYSL2, CNP, 
HSPA8 e HSPA9 em sangue periférico entre jovens, idosos saudáveis e 
pacientes com DA. 
2. Comparar a expressão e os níveis de metilação dos genes DPYSL2, CNP, 
HSPA8 e HSPA9 em tecido cerebral post mortem de três regiões – córtices 
entorrinal e auditivo e hipocampo – entre idosos saudáveis e pacientes com DA. 
3. Comparar a expressão e os níveis de metilação dos genes DPYSL2, CNP, 
HSPA8 e HSPA9 entre córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo, de idosos 
saudáveis e de pacientes com DA. 
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4. Quantificar e comparar a porcentagem de metilação de sequências LINE1 em 
tecido cerebral post mortem (córtices entorrinal e auditivo e hipocampo) entre 
idosos saudáveis e pacientes com DA. 
5. Quantificar e comparar a porcentagem de metilação de sequências LINE1 
entre córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo, de idosos saudáveis e de 
pacientes com DA. 
                                                                                              Revisão da literatura 
4 
 
2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Envelhecimento 
O envelhecimento é um processo multifatorial, complexo e 
irreversível. Suas características mais proeminentes são a diminuição 
progressiva na capacidade fisiológica, a capacidade reduzida de responder 
adaptativamente aos estímulos do meio ambiente, o aumento da suscetibilidade 
a doenças e o aumento na mortalidade (13). O processo de envelhecimento é 
caracterizado por uma série de alterações no organismo, entre elas o estresse 
oxidativo, as alterações na homeostase do cálcio, a instabilidade cromossômica, 
as alterações nos mecanismos de reparo do DNA e o acúmulo de danos no DNA 
mitocondrial e nuclear (3).  
Projeções indicam que deverá haver cerca de dois bilhões de 
habitantes com 60 anos ou mais em 2050 (2). No Brasil, dados do Instituto 
Brasileiro de Geografia e Estatística de 2009 (14) indicam que o grupo etário de 
60 anos ou mais duplicará no período de 2000 a 2020, passando de 13,9 para 
28,3 milhões, e, posteriormente, elevando-se para 64 milhões em 2050. De 
acordo com essas projeções, em 2030, o número de idosos irá superar em 
quase quatro milhões a faixa etária que possui idade abaixo de 15 anos, e essa 
diferença aumentará para 35,8 milhões em 2050 (Figura 1).  
 
Figura 1: População (em milhões de habitantes) de crianças (0 a 14 anos), jovens e adultos (15 
a 59 anos) e idosos (60 anos ou mais) estimada para o período de 1940 a 2050 no Brasil. 
Adaptado de Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - IBGE, 2009. 
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O aumento da expectativa de vida resultou em um significativo 
crescimento da população idosa mundial, o que acarretou no aumento da 
incidência de doenças associadas ao envelhecimento, como, por exemplo, 
demências e doenças vasculares e osteoarticulares (15).  
A demência é uma condição neurológica que resulta no declínio de 
múltiplos domínios cognitivos e é acompanhada de perda funcional, levando à 
perda da independência e à incapacidade de desempenhar atividades da vida 
diária (16). 
Nos países desenvolvidos e em desenvolvimento, a expectativa de 
vida aumenta a cada ano. Como o maior fator de risco para o desenvolvimento 
de demências é o envelhecimento, o número de pessoas com demências no 
mundo tende a dobrar nos próximos 20 anos de acordo com o World Alzheimer 
Report 2010 (Figura 2) (1).  
 
Figura 2: Estimativa global da incidência de demência para as próximas décadas. M: milhões. 
Fonte: Modificado de Abbott 2011. 
 
Em 2010, o impacto econômico da demência no mundo foi de US$ 
604 bilhões, superando os custos pessoais com neoplasias ou doenças 
cardíacas. Entretanto, o montante em verbas públicas direcionado ao tratamento 
de demências é consideravelmente menor do que o destinado ao tratamento 
dessas outras doenças (1). 
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A DA é o tipo mais comum de demência, representando 60-80% de 
todos os casos. O envelhecimento é o principal fator de risco para esse distúrbio 
(17). 
2.2 Doença de Alzheimer 
2.2.1 Características Gerais 
A DA é uma afecção neurodegenerativa, progressiva, irreversível, 
que lesa gradativamente os neurônios do córtex cerebral, com conseqüente 
deterioração progressiva da memória (17). 
A DA é a uma das doenças mais comuns no mundo industrializado 
afetando 6% da população com mais de 65 anos (3, 5). A prevalência da DA 
aumenta para 19% após os 75 anos e para 30% após os 85 anos (18). Em 2006, 
existiam 26,6 milhões de casos da DA em todo o mundo. Estima-se que em 
2050 a prevalência de DA seja de mais de 106 milhões de indivíduos afetados 
(5). A herdabilidade da DA (suscetibilidade na população devido a variações 
genéticas) é estimada em 60 a 80% (19).  
No Brasil, apenas dois estudos investigaram a prevalência e 
incidência de demência na população. A prevalência de DA foi de 7,1% em 
população com 65 anos ou mais (20) e a incidência foi de 7,7 afetados a cada 
1000 pessoas por ano (21). Em termos de saúde pública, nas próximas décadas 
o Brasil precisará desenvolver políticas precisas para lidar com o 
envelhecimento da população e com aumento da demência e transtornos 
comórbidos (22).  
A DA é uma doença multifatorial e geneticamente complexa. Muitos 
fatores podem influenciar no risco de desenvolvimento, modificar a idade de 
acometimento e o curso da doença (17). 
Fatores ambientais relacionados o aumento do risco de DA incluem 
exposição a metais (ferro, zinco, mercúrio, cobre e alumínio), pesticidas, 
deficiências na dieta, trauma cerebral e infecções (3). A diminuição do risco está 
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associada a fatores relacionados à dieta, como ingestão de frutas, vegetais, 
antioxidantes, restrição de calorias e atividade física (23). 
Alguns fatores sociais também podem estar associados ao 
acometimento pela DA: indivíduos entre 40 e 60 anos de idade que não 
possuem um companheiro apresentam maior risco de desenvolver a DA, sendo 
que, pessoas viúvas ou divorciadas neste período apresentam três vezes mais 
chances de acometimento (24).  
Outro fator que aparentemente desempenha um papel importante 
no processo de neurodegeneração é a oxidação de proteínas, pois o dano 
oxidativo leva à perda de função das proteínas modificadas. Além disso, a 
oxidação protéica pode afetar o crescimento e a diferenciação celular (25).  
2.2.2 Aspectos clínicos e neuropatológicos 
Existem evidências de que os mecanismos patogênicos da DA se 
manifestam no início da doença, em um período de pródromo considerado 
bastante longo (5-20 anos). Esse período inclui o comprometimento cognitivo 
leve que precede o acometimento da demência (26). 
Foram descritos três estágios para a DA – leve, moderado e grave 
– com declínios funcional e cognitivo que duram de 5 a 8 anos e tendem a ser 
lineares durante os três estágios da doença. No estágio inicial (leve), que 
normalmente dura de 2 a 3 anos, o paciente apresenta prejuízo na memória de 
curto prazo que é frequentemente acompanhado por sintomas de ansiedade e 
depressão. Durante o estágio moderado, ocorrem manifestações 
neuropsiquiátricas como alucinações visuais, crenças falsas e alteração no 
padrão de sono. O estágio final, mais grave é caracterizado por sinais motores 
como rigidez, declínio cognitivo proeminente e vida puramente vegetativa (27). 
As duas maiores características neuropatológicas da DA são a 
presença de placas senis e de novelos neurofibrilares (Figura 3) (4). As placas 
senis são compostas por depósitos de peptídeos β-amilóide (βA) extracelulares. 
A proteína βA é formada a partir da clivagem da proteína precursora amilóide 
(APP) por meio das enzimas β e γ secretases (5). A APP é uma proteína 
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transmembrânica e a sua clivagem fisiológica resulta na secreção de um 
domínio extracelular (28). 
Dentre os produtos finais da clivagem de APP encontram-se as 
variantes do peptídeo βA que tendem a se agregar (28). As γ secretases, em 
particular, parecem ser responsáveis por gerar o peptídeo βA42, que forma fibras 
insolúveis que se acumulam nas placas senis em cérebro de pacientes com DA 
(29). Essas placas são tóxicas para a membrana celular e iniciam um processo 
inflamatório de células gliais, causando danos aos neurônios (28). 
Os novelos neurofibrilares são depósitos intracelulares de proteína 
tau hiperfosforilada. A proteína tau, associada aos microtúbulos, desempenha 
papel no transporte axonal e outras funções. Além das placas senis e novelos 
neurofibrilares, a DA é caracterizada por degeneração neurítica e sináptica, e 
morte neuronal (30). 
 
Figura 3: Placas senis e Novelos neurofibrilares observados no córtex cerebral de paciente com a 
Doença de Alzheimer. Fonte: Modificado Blennow et al, 2006. 
 
A hipótese da cascata amilóide sintetiza dados histopatológicos e 
genéticos e postula que a deposição de βA no tecido cerebral inicia uma cascata 
de eventos que levam à DA (31). Já a fosforilação anormal da tau na DA induz à 
diminuição da capacidade dessa proteína na polimerização da tubulina e na 
ligação à microtúbulos. Esses eventos induzem a instabilidade dos microtúbulos 
e, consequentemente, a morte celular e a neurodegeneração (30). 
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Embora a hipótese da cascata amilóide e da hiperfosforilação da 
tau estejam mais frequentemente descritas na DA, a apoptose, a perda sináptica 
e as alterações neuronais devem também atuar concomitantemente na 
patofisiologia da doença (32, 33).  
O lobo temporal medial é a principal região afetada na DA (34). No 
lobo temporal medial e em regiões que se conectam, ocorre uma acentuada 
atrofia de populações neuronais com conseqüente aumento dos espaços 
ventriculares e desgaste dos giros cerebrais. Essa região também apresenta 
maior densidade de placas senis e novelos neurofibrilares (35). 
A taxa de atrofia no hipocampo varia entre 3 e 7% ao ano em 
pacientes com DA, enquanto que em controles saudáveis é de no máximo 0,9% 
(36). Sugere-se que o córtex entorrinal seja alvo precoce da DA e pode ser a 
região por onde a doença se dissemina para outras áreas cerebrais, 
propagando-se por meio do circuito entorrinal-hipocampal. Uma vez que as 
várias formas de memória dependem dessas vias intactas, é esperado que elas 
estejam gravemente afetadas na DA (37). 
Os emaranhados neurofibrilares são encontrados primeiramente no 
córtex entorrinal de pacientes com DA leve e distribuem-se para o hipocampo e 
outras áreas corticais durante a progressão da doença. Seis estágios são 
descritos de acordo com a gravidade da doença (estágios Braak). O estágio 
transentorrinal I e II caracteriza os casos clinicamente silenciosos, o estágio 
límbico III e IV caracteriza o início clínico da doença e o estágio neocortical V e 
VI caracteriza a doença avançada.  
O aumento da produção de βA/APP em modelos transgênicos de 
camundongos que superexpressam uma forma mutante de APP no córtex 
entorrinal, resultou em alterações cognitivas e comportamentais, incluindo 
hiperatividade, desinibição e déficits no aprendizado e na memória. No mesmo 
sentido, esses animais apresentaram deficiência na transmissão sináptica que 
pode ser responsável por iniciar as disfunções observadas nas vias córtico-
hipocampais tanto em modelos animais quando em pacientes com DA (37). 
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2.2.3 Aspectos Genéticos 
Geneticamente a DA é heterogênea e complexa, e apresenta 
diferentes formas de herança. A DA de acometimento precoce (antes dos 60-65 
anos) possui herança autossômica dominante e está associada a mutações em 
três genes relacionados à produção e à eliminação da βA (5). Por outro lado, a 
DA de acometimento tardio, ou esporádico, apresenta herança complexa, com 
influencia tanto de fatores genéticos quanto ambientais (7).  
Diferentes mutações nos genes APP, PSEN1 e PSEN2 estão 
descritas nos casos familiais de DA (Tabela 1) e explicam 30-50% dos casos de 
herança autossômica dominante. A descoberta dessas mutações reforça a 
hipótese da cascata amilóide na doença, pois os três genes afetam a mesma 
via: PSEN1 e PSEN2 codificam componentes do complexo de γ-secretase, 
responsável pela clivagem de APP (7). Mutações nesses três genes causam a 
clivagem anormal de APP e aumentam a produção de βA42, amiloidogênico e 
tóxico, em relação à forma menos tóxica βA40 (29, 38). 
A DA do tipo esporádico é responsável pela maioria dos casos da 
doença. Diversos fatores de risco parecem influenciar no desenvolvimento da 
DA esporádica e estudos de associação caso-controle são amplamente 
utilizados para identificar tais fatores. Em 1993, Corder e colaboradores 
descreveram um polimorfismo no gene APOE, que codifica a Apolipoproteína E, 
que possui importante papel na regulação do metabolismo do colesterol e 
triglicérides e está intimamente associada à forma esporádica da DA (39) 
(Tabela 1). 
O alelo ε4 de APOE é o fator de risco para DA esporádica mais 
consistentemente replicado e com odds ratio de 3.97(3). Entretanto apenas 50% 
dos casos de Alzheimer de acometimento tardio apresentam APOEε4, o que 
indica a participação de outros genes neste tipo de herança (7).  
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Tabela 1: Genes envolvidos no desenvolvimento da Doença de Alzheimer, localização 
cromossômica, valores de risco relativo e respectivas referências. 
Tipo de Herança  Gene Cromossomo  Odds Ratio Referências 
Doença de 
Alzheimer Familial 
APP 21q21.2    (40) 
PSEN1 14q24.3   (41),(42) 
PSEN2 1q31-q42   (43) 
 




CLU 8p21-912 0,85 (44, 45)  
PICALM 11q14 0,87 (44) 
CR1 1q32 1,18 (46) 
MTHFD1L 6q25.1   (47) 
TNK1 17p13.1 0,86 (48) 
ACE 17q23.3 0,83 (49) 
TFAM 10q21.1 0,82 (50) 
CST3 20p11.21 1,13 (51) 
SORL1 11q23.2-q24.2 1,21 (52) 
CHRNB2 1q21.3 0,67 (53) 
SORCS1 10q23-q25 1,24 (54) 
 
Nos últimos anos, estudos Genome Wide-Association (análise do 
genoma total) revelaram poucos loci associados à DA, sendo que, novos genes 
(CLU, CR1 e PICALM) (Tabela 1) devem contribuir com uma proporção pequena 
no risco de acometimento da doença (55). Uma variante de gene CLU 
(rs113600), que codifica uma lipoproteína importante no cérebro, foi descrita 
como um fator protetor para a DA. Também foi descrito que uma variante do 
gene PICALM (rs3851179), que codifica uma proteína associada a alterações 
sinápticas, pode ser um fator protetor para a doença. O gene CR1 codifica o 
receptor do complemento C3b que provavelmente atua na eliminação de βA e 
configura-se como um fator de risco para o desenvolvimento da DA (rs6656401) 
(3). 
2.3 Epigenética 
A epigenética é definida como alterações herdadas da expressão 
gênica que não resultaram de modificações na sequência de DNA. Eventos 
epigenéticos atuam no desenvolvimento e na diferenciação celular, permitindo 
que as células com o genoma idêntico possam apresentar fenótipos distintos 
(35). 
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As alterações epigenéticas incluem três mecanismos moleculares 
que interagem entre si: metilação do DNA, modificações de histonas e regulação 
da expressão gênica mediada por RNAs (56). 
A metilação de citosinas é a modificação epigenética predominante 
em mamíferos (Figura 4). As DNA metiltransferases (DNMTs) são as principais 
responsáveis por essa modificação epigenética. DNMT1 é uma metiltransferase 
de manutenção, que replica padrões de metilação. DNMT3a e DNMT3b 
promovem a metilação de novo no DNA. Essa modificação não altera a 
sequência do DNA, mas determina em qual tecido e quando um gene deverá ser 
expresso (57). 
A metilação do DNA é um processo normal que ocorre em 
mamíferos no desenvolvimento de células embrionárias, na inativação do 
cromossomo X em mulheres e na repressão de elementos de transposição (12). 
O padrão de metilação do DNA é estabelecido no início do desenvolvimento e se 
mantém durante a diferenciação, com algumas modulações na metilação de 
promotores de genes tecido-específicos (57). 
 
Figura 4: Adição de um grupo metil ao carbono 5’ do anel pirimídico de uma citosina por ação de 
uma DNA metiltransferase. Fonte: Modificado de Baylin, 2005. 
 
 
A metilação do DNA ocorre no carbono 5’ de citosinas que 
precedem guaninas, normalmente localizadas em ilhas CpGs. As ilhas CpGs são 
definidas como regiões do DNA com 200 pb ou mais, nas quais a quantidade de 
GC é maior que 60% (35). Aproximadamente metade dos promotores gênicos 
humanos contém ilhas CpGs (12). 
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Genes ativamente transcritos geralmente apresentam CpGs não 
metilados na região promotora, enquanto que, genes silenciados possuem 
abundante metilação nessa região (12). 
A metilação de ilhas CpGs é normalmente acompanhada de 
modificações pós-traducionais de histonas, que em conjunto, atuam na 
regulação da expressão gênica (58). A metilação do DNA atua impedindo a 
ligação de fatores de transcrição e da maquinaria de transcrição por meio da 
atração de proteínas, Methyl-binding Domain (MBD) e outras moléculas que 
alteram a conformação da cromatina (Figura 5). A família MDB apresenta um 
domínio de ligação específico ao DNA contendo sítios CpG metilados e age 
como repressora, recrutando histonas desacetilases (HDACs), histonas 
metiltransferases (HMTs) e proteínas de heterocromatina (35). Dessa forma, a 
cromatina silenciada é rica em histonas metiladas e desacetiladas (56). 
 
Figura 5: Silenciamento da transcrição gênica pela ação de eventos epigenéticos em ilhas CpGs 
do DNA. O gene ativo apresenta baixa metilação do DNA e alta acetilação de histonas. O gene 
inativo apresenta aumento da metilação do DNA, desacetilação de histonas e metilação de 
histonas. HAT: histona acetiltransferase; HDAC: histona desacetilase; HMT: Histona 
metiltransferase; MBDs: proteínas de ligação a metilcitosinas, DNMTs: DNA metiltransferase.  
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Cabe ressaltar que a regulação da transcrição por meio da 
metilação não ocorre apenas em ilhas CpGs, mas também em regiões 
recentemente descritas como CpG shores, sendo estas regiões supostamente 
responsáveis pela maior parte da metilação tecido específica (59). Além disso, a 
metilação do DNA localizada dentro dos éxons pode ter um papel na ativação 
transcricional, prevenindo o início da transcrição (60). 
Acredita-se que modificações de histonas e a metilação de DNA 
estejam envolvidas no espectro variável de doenças humanas como o câncer e 
outras doenças crônicas complexas (55). 
2.4 Expressão gênica como ferramenta para descoberta de biomarcadores 
O diagnóstico atual da DA é inicialmente baseado em exclusão, no 
qual a possibilidade de outras demências é descartada e a ocorrência da doença 
continua viável. Infelizmente, os testes para o diagnóstico de DA não são 
totalmente otimizados. Mesmo com validações internacionais, muitos fatores  
aumentam a variabilidade e limitam a reprodutibilidade da avaliação clínica (61). 
Além disso, o diagnóstico clínico é, geralmente, realizado após o surgimento dos 
sintomas cognitivos e significante neurodegeneração (62). 
O diagnóstico preciso da DA, definitivo “padrão-ouro”, pode 
somente ser determinado por análises neuropatológicas do cérebro post mortem 
(62).  
Atualmente, é constante a busca por marcadores biológicos que 
possam predizer se um indivíduo irá desenvolver a DA, ou, em qual estágio da 
doença ele se encontra. Um marcador como esse, seria capaz de auxiliar na 
conduta clínica e pode ser alvo para novas de drogas que busquem a diminuição 
do declínio cognitivo (8). Adicionalmente, a identificação de biomarcadores que 
possam predizer a conversão do comprometimento cognitivo leve (mild cognitive 
impairment - MCI) para a DA também é de grande importância, pois auxiliariam 
na conduta de pacientes com DA precoce (63). 
Marcadores biológicos – biomarcadores – são indicadores 
biológicos de doença ou de efeitos terapêuticos, que podem ser dosados por 
                                                                                              Revisão da literatura 
15 
 
meio de testes no sangue, de outras amostras biológicas ou por meio de testes 
de imagem (64). 
Fluídos corporais, como sangue, urina, saliva e líquido 
cefalorraquidiano têm sido utilizados na descoberta de biomarcadores de 
expressão gênica para doenças neurológicas. Essas análises estão baseadas 
na premissa de que fluídos biológicos e células não-neuronais podem servir 
como substratos de processos patobiológicos e farmacológicos no cérebro (64). 
O sangue é um fluido biológico amplamente utilizado em testes 
diagnósticos, por ser um método não invasivo e a amostra ser disponível 
facilmente para coleta. Além disso, análises do sangue periférico podem ser 
processadas em laboratórios comuns, com infra-estrutura menos especializada 
quando comparada a análises de imagem (65). 
Para uma detecção precoce ideal dos diferentes tipos de 
demência, buscam-se testes diagnósticos pouco invasivos e acessíveis. A 
estrutura da barreira hematoencefálica limita a presença de biomarcadores 
periféricos que possam estar associados a patologias cerebrais tais como 
moléculas pequenas, lipofílicas e que dependem de transportadores específicos. 
Uma alternativa é a análise do perfil transcricional de genes no tecido sanguíneo 
periférico, que é capaz de indicar mudanças mais precocemente do que 
alterações protéicas (66). 
Para explicar como um transcrito do sangue pode agir como 
marcador de uma doença cerebral, é hipotetizado que a doença envolve 
diversos processos que resultam em alterações sistêmicas da expressão gênica, 
e que, dessa forma, poderiam ser detectadas no sangue, embora a 
manifestação da disfunção ocorra somente no cérebro (67). Adicionalmente, a 
análise de expressão gênica no sangue de pacientes com DA pode ser 
considerada adequada para a descoberta de biomarcadores devido à elevada 
sensibilidade do método e da grande quantidade de informação produzida com 
apenas uma amostra (65). 
O perfil de expressão de células mononucleares de sangue fresco 
pode oferecer vantagens na identificação de biomarcadores, pois o Sistema 
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Nervoso Central (SNC) se comunica com o sistema imune por meio de múltiplos 
mecanismos moleculares, hormonais e de neurotransmissão. O padrão anormal 
de expressão da APP, níveis alterados de enzimas antioxidantes, danos 
oxidativos ao DNA e RNA e níveis aumentados de apoptose também são 
características compartilhadas entre o SNC e as células do sangue utilizadas em 
diagnósticos de doenças neurodegenerativas (68);(69). 
Dessa forma, alguns estudos da literatura buscaram previamente 
acessar o perfil transcricional de sangue periférico de pacientes com DA e de 
controles saudáveis, com a finalidade de investigar diferenças na expressão 
gênica e de identificar novos marcadores para a doença (70). 
2.5 Metilação do DNA no envelhecimento e na DA 
Diversos estudos demonstraram que o envelhecimento também 
está associado a alterações epigenéticas. Foi previamente descrito o padrão de 
metilação do DNA e de acetilação de histonas é diferente entre gêmeos 
monozigóticos em idade mais avançada, enquanto que, no início da vida, essas 
marcas epigenéticas eram indistinguíveis entre os indivíduos (71).  
A hipometilação do DNA no envelhecimento tem sido associada a 
uma ineficiência da DNMT1 em manter a metilação da heterocromatina (72). O 
envelhecimento pode ainda afetar diferentemente as diversas regiões do 
genoma. Sequências repetitivas Alu são alvo de hipometilação relacionada à 
idade, enquanto que, as sequências LINE1 não sofrem hipometilação (73). Ilhas 
CpGs localizadas nos promotores gênicos tendem a sofrer hipermetilação no 
envelhecimento, enquanto que regiões fora das ilhas apresentam maior 
hipometilação (74).  
Na DA, a perda do controle preciso sobre a metilação gênica pode 
alterar o delicado equilíbrio entre as secretases (β e γ). Foi demonstrado que a 
regulação por metilação dos genes das enzimas β e γ secretases, responsáveis 
pelo processamento de βA, levaram ao acúmulo dessa proteína (75).  
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Além de alterações nas enzimas que processam APP, foi descrito 
um padrão de metilação aberrante no gene APP em pacientes com DA quando 
comparados a indivíduos controles (76).  
Ao nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou o perfil de 
metilação do gene APOE na DA. Wang e colaboradores (2008) relataram a 
presença de CpGs em indivíduos com alelo ε4, que não existiam em portadores 
dos alelos ε2 e ε3 (77). Como nem todos os portadores do alelo ε4 desenvolvem 
a doença, seria interessante avaliar comparativamente a metilação entre 
portadores do alelo ε4 afetados e não afetados pela DA (78).  
Genes que participam de vias inflamatórias, de apoptose e ciclo 
celular aberrante apresentam influência do mecanismo de metilação que podem 
estar relacionadas à patofisiologia da DA (78). Estudos do nosso grupo 
demonstraram alteração no perfil de metilação do gene HTERT em sangue 
periférico de pacientes com DA (79).  
Outro indício da participação do processo de metilação na DA é a 
alteração nos níveis de moléculas como homocisteína (que participam do ciclo 
de transmetilação) comumente observado na doença. A metilação de citosinas 
por DNMTs requer S-adenosil-metionina (SAM) como doador de grupos metil. O 
ciclo de transmetilação ocorre pela desmetilação de SAM, formando S-adenosil-
homocisteína (SAH), que é posteriormente hidrolisada em homocisteína (HYC). 
HYC é convertida em metionina pela transferência de um grupo metil da enzima 
5-metil-tetrahidrofolato (5-MTHF) em um processo que requer vitamina B12 e 
ácido fólico. O ciclo é completado pela conversão da metionina e ATP em SAM 
(Figura 6) (80).  
Dieta e níveis de homocisteína estão provavelmente relacionados a 
alterações no padrão de metilação na DA (81). Diversos estudos propõem 
interações entre a diminuição dos níveis de folato e homocisteína e alterações no 
padrão de metilação e expressão de genes relacionados à doença (7). 




Figura 6: Ciclo de transmetilação. A metionina é convertida em S-adenosil-metionina (SAM), que 
posteriormente doa um grupo metil para diversos componentes bioquímicos. Me: Grupo Metil, 
MTHFR: Metileno-terahidrofolato redutase, THF: Tetrahidrofolato, DNMTs: DNA metil 
transferase, SAM: S-adenosil-metionina, SAH: S-adenosil-homocisteína. MTR: 5-metil-
terahidrofolato-homocisteína S-metiltransferase. Fonte: Modificado de Iraola-Guzmán 2010. 
 
 
Linnebank e colaboradores relataram a diminuição significante de 
SAM no fluido cerebroespinhal de pacientes com DA em relação a idosos 
controles, e essa diminuição foi correlacionada à presença de APOEε4 (82).  
Os níveis de SAM, assim como os de folato e de vitamina B12, 
estão frequentemente reduzidos na DA, enquanto que a homocisteína 
plasmática apresenta-se aumentada (83). A hiperhomocisteinemia pode 
aumentar os níveis de SAH, que inibe a atuação de DNMTs e podem ser 
marcadores da progressão da DA e do declínio cognitivo (81). 
O epigenoma normal do cérebro humano e as alterações que 
originam doenças ainda não estão bem compreendidos (35). A metilação no 
tecido cerebral apresenta um padrão dinâmico. Estudos de Ladd-Acosta e 
colaboradores (2007) relataram a presença de metilação específica para cada 
região cerebral, sendo que, a metilação dos neurônios também varia ao longo da 
vida. Adicionalmente, os perfis de metilação de uma mesma área cerebral de 
indivíduos diferentes, apresentam similaridades e podem ser agrupados. Dessa 
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forma é mais importante a origem neuroanatômica do que as diferenças 
epigenéticas individuais (84).  
Ao contrário das ilhas CpG, as regiões de DNA repetitivo são 
intensamente metiladas em tecidos somáticos. Durante o envelhecimento foi 
relatada uma hipometilação global do DNA genômico (85). 
2.6 Metilação e implicações terapêuticas em DA 
Ao contrário das mutações no DNA, as alterações epigenéticas são 
potencialmente reversíveis e podem ser consideradas um alvo para tratamentos 
farmacológicos (55). Vários trabalhos têm demonstrado a reexpressão de genes 
que são silenciados por metilação, por meio de agentes desmetilantes, como, 
por exemplo, 5-aza-2-deoxicitidina, 5-azacitidina e zebularina (86).  
As drogas epigenéticas atuais agem sobre alvos globais e 
reconhecem marcas epigenéticas específicas. Entretanto, as doenças 
complexas apresentam uma série de alterações genéticas e epigenéticas. 
Atuando de forma global, as drogas epigenéticas podem apresentar benefícios 
terapêuticos, porém ainda é necessária uma melhor compreensão das 
alterações epigenéticas que ocorrem em cada doença para o desenvolvimento 
de terapias mais eficientes e específicas e com menores efeitos colaterais (87). 
Atualmente, existem duas classes principais de tratamentos 
epigenéticos: Inibidores de DNMTs e HDACs (87). Durante a última década, um 
número elevado de drogas com alvo na metilação do DNA foram desenvolvidas, 
com intuito de aumentar a eficácia e diminuir a toxicidade das drogas utilizadas.  
A atividade desmetilante da 5-Azacitidina em células tumorais foi 
descoberta em 1980. A 5-Azacitidina é uma inibidora de DNMTs aprovada pelo 
FDA (Food and Drug Administration), e inicialmente foi sintetizada como um 
agente citotóxico (88). Essa droga é atualmente recomendada para o para o 
tratamento de síndromes mielodisplásicas (88). Na DA, Payão e colaboradores 
(1989) observaram maior desespiralização cromossômica de heterocromatina 
constitutiva do que em idosos controles em resposta ao tratamento com 5-
azacitidina (89). 




Na DA, a administração in vitro de SAM em meio deficiente de 
doadores de metil restabeleceu a expressão gênica de PSEN1 e β secretases e 
reduziu os níveis de βA (11). Dada a provável influência da metilação do DNA na 
doença, a modulação da metilação gênica deve ser um alvo para a prevenção e 
o controle da progressão da DA (90). 
2.7 Genes e sequências de DNA selecionados para o presente estudo 
Foram selecionados para o presente estudo, genes candidatos e 
sequências de DNA repetitivo LINE1. Os genes candidatos DPYSL2, CNP, 
HSPA8 e HSPA9, estão relacionados principalmente a funções como transdução 
e modulação de sinais, apoptose, desenvolvimento e diferenciação do SNC, 
mielinização, dobramento e eliminação de proteínas. Estes genes foram 
selecionados com base em relatos de alterações dos níveis protéicos em 
pacientes com DA (91)e na presença de ilhas CpGs em seus promotores. A 
seguir, pode-se encontrar uma breve descrição dos genes investigados e das 
sequências repetitivas LINE1. 
2.7.1 DPYSL2 (Dihydropyrimidinase-like 2) 
O gene DPYSL2 está localizado no cromossomo 8p21.2, e seu 
produto proteico é envolvido na regulação da formação de axônios durante a 
polarização neuronal (92). A proteína DPYSL2 é membro de uma família de 
proteínas relacionadas à di-hidropirimidinase que estão implicadas no processo 
de desenvolvimento do SNC em mamíferos, aves e anfíbios (93). 
DPYSL2 (também chamada DRP-2 e CRMP-2) é uma proteína 
citosólica abundante no sistema nervoso, envolvida no crescimento axonal e na 
sinalização de vias por meio da transmissão e modulação de sinais 
extracelulares (93).  
A superexpressão do gene DPYSL2 induz a formação de múltiplos 
axônios e pode converter um dendrito estabelecido e
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interage com heterodímeros de tubulina e promove a montagem de microtúbulos 
in vitro, promovendo o elongamento de axônios (92). 
A perda ou diminuição de DPYSL2 pode inibir na formação de 
axônios e resultar em anormalidades no neurodesenvolvimento (92). Em relação 
à expressão de DPYSL2, os relatos da literatura são conflitantes. Johnston e 
colaboradores (2000) reportaram uma diminuição proteica de DPYSL2 em cortex 
frontal de pacientes com esquizofrenia, doença bipolar e depressão maior. Por 
outro lado, Edgar e colaboradores (2000) demonstraram o aumento de 
expressão de DPYSL2 em hipocampo de pacientes com esquizofrenia (95, 96).  
Em cérebro de portadores de Sindrome de Down (SD), os níveis de 
DPYSL2 apresentam-se diminuídos, sugerindo um papel na sinaptogênese e na 
diferenciação neuronal anormal que é observada na doença. A diminuição da 
expressão protéica corrobora em parte os estudos que relataram a diminuição 
dos níveis de RNAm em diferentes regiões do cérebro (97). 
Castegna e colaboradores (2002) relataram o aumento da oxidação 
da proteína DPYSL2 em pacientes com DA quando comparados aos indivíduos 
controles, o que pode levar a uma diminuição dos mecanismos de formação de 
redes neurais na DA após perda neuronal na doença (25, 98).  
Além disso, estudos relataram a atuação DPYSL2 na regulação da 
dinâmica de microtúbulos e novelos neurofibrilares (99), e descreveram DPYSL2 
como um possível biomarcador para DA (91). 
2.7.2 CNP (2',3'-Cyclic Nucleotide 3' Phosphodiesterase) 
A proteína CNP, codificada pelo gene CNP, localizado no 
cromossomo 17q12.2, é um marcador de oligodendrócitos que representa 4% 
das proteínas que compõem a mielina. Essa molécula está localizada na bainha 
dos axônios e nas alças paranodais de mielina. Embora a função de CNP não 
esteja bem esclarecida, a proteína deve desempenhar uma função catalítica e 
estrutural, uma vez que se liga a três moléculas de GTP e, quando 
superexpressa, produz mielinização aberrante (100).  
                                                                                              Revisão da literatura 
22 
 
Na DA, assim como na SD, alterações na oligodendroglia e mielina 
já foram relatadas em diferentes estudos(101). É proposto que a oligodendroglia, 
a principal célula formadora de mielina no SNC, esteja afetada em ambas as 
doenças e que marcadores como a proteína CNP, cerebrosídeos e proteínas 
mielínicas apresentem atividade diminuída nessas doenças (102). 
Estudos de Vlkolinsky e colaboradores (2001) demonstraram um 
decréscimo significante da atividade da CNP na região do córtex frontal de 
pacientes com DA e uma tendência ao decréscimo também nas regiões de 
córtex parietal e temporal (101). Esses achados corroboram a diminuição da 
mielinização encontrada na doença e descrita anteriormente por métodos 
histológicos, sugerindo que as alterações nos níveis de CNP encontrados nos 
pacientes com DA resultem na perda da função sináptica, declínio cognitivo e 
morte neuronal. 
Reinikainen e colaboradores (1989) observaram o aumento da 
expressão da proteína CNP em córtex temporal e parietal, e a diminuição dessa 
proteína no hipocampo e no putâmen em pacientes com DA em relação a idosos 
controles. Os autores sugerem uma resposta compensatória promovendo o 
aumento da expressão do gene nas regiões corticais, e uma perda de mielina 
juntamente com os neurônios na região do hipocampo (102). 
Foi observada diminuição de 17% da proteína CNP na substância 
branca de indivíduos com DA quando comparados a idosos controles. Quando 
considerado o estágio Braak da doença nos tecidos, foi observada diminuição 
em 17% do grupo com Braak VI em relação ao grupo Braak I e II (100). 
Na DA, é possível que as alterações nos níveis de CNP resultem 
na perda da função sináptica, declínio cognitivo e morte neuronal observadas 
nos pacientes.  
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2.7.3 HSPA8 (Heat Shock 70kDa Protein 8) HSPA9 (Heat Shock 
70kDa Protein 9)  
As chaperonas (ou Heat Shock Proteins - HSPs) são proteínas 
evolutivamente conservadas e desempenham um papel citoprotetor fundamental 
para a sobrevivência das células (103).  
A evolução da maioria dos organismos depende da atuação das 
HSPs, que promovem a adaptação e sobrevivência celular sob condições de 
estresse. As células respondem ao estresse aumentando a expressão de HSPs, 
que são capazes de reverter o dobramento errôneo de proteínas (104). 
As chaperonas da família HSPAs (também chamadas HSP70) 
atuam no dobramento, montagem, transporte e segmentação de proteínas. O 
genoma humano contém 13 genes de HSPAs, dos quais 12 são codificantes de 
proteínas distintas. Os genes HSPA5, HSPA8 e HSPA9 são expressos 
constitutivamente, estando presente no retículo endoplasmático, citosol e 
mitocôndrias, respectivamente (104). 
As HSPAs encontram-se superexpressas em tumores e têm papel 
essencial na sobrevivência das células tumorais. As HSPAs neutralizam as 
mudanças conformacionais das proteínas alteradas, comuns em células 
tumorais (104). 
As HSPs estão envolvidas nas mudanças conformacionais em 
proteínas do cérebro por meio do dobramento e agrupamento em estruturas 
oligoméricas (105). Estudos de Muchowksi e colaboradores (2005) apontaram as 
chaperonas como supressoras eficientes em doenças neurodegenerativas (106).  
Na DA, a atividade biológica da βA é correlacionada ao seu estado 
conformacional que, quando alterado, induz um agrupamento anormal de fibrilas 
e um concomitante efeito tóxico em neurônios. Estudos de proteômica 
demonstraram que diversas HSP apresentam expressão alterada no cérebro de 
pacientes com a DA, incluindo a expressão reduzida de HSPA8 e HSPA9 (105). 
O produto proteíco do gene HSPA8, localizado no cromossomo 
11q24.1, é a proteína HSPA8 ou HSC70, uma HSP contitutiva (107). Essa 
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proteína pode estar envolvida na manutenção dos proteossomos e no 
reconhecimento conformacional de proteínas com dobramento errôneo, pelas 
proteases. A atividade diminuída da HSPA8, que é atribuída tanto à expressão 
reduzida quanto ao aumento de modificações oxidativas, pode ser a responsável 
por prejudicar o processo de remoção de proteínas danificadas e, 
consequentemente, pelo acúmulo de βA no cérebro (91).  
Estudos com linhagens celulares HeLa que superexpressavam tau 
demonstraram que inibidores de HSPA8 induziram um aumento rápido na 
ubiquitinação de tau e na degradação dependente de proteossomos (108). As 
HSPAs participam da remoção de novelos neurofibrilares por meio de um 
mecanismo ainda pouco esclarecido (109). A atividade de remoção de novelos 
neurofibrilares por meio de inibição de HSPAs pode ser uma terapia promissora 
para a DA (104). 
A proteína HSPA9 (também chamada GRP75 ou Mortalina) é um 
membro da família de proteínas HSP70. Diferentemente de outros membros da 
família HSP70, a HSPA9 não é induzida por calor, mas já foi relatada sua 
capacidade de responder a outras formas de estresse, como, por exemplo, 
privação de glicose, danos oxidativos, drogas e raios UVA. Estudos relataram 
que as proteínas HSPA9 são armazenadas principalmente nas mitocôndrias, 
mas muitas evidências demonstraram a presença dessas proteínas em outros 
compartimentos celulares, como retículo endoplasmático e citosol (110). 
Considerando-se que a expressão diminuída ou a perda da 
expressão das chaperonas da família HSP70 resultava em apoptose. Mosser e 
colaboradores (1997) estudaram o papel das HSP70 no bloqueio do processo de 
apoptose e demonstraram uma diminuição na ativação das cascatas de 
caspases e na sinalização em vias de quinases (111). Esses estudos indicaram 
que a perda da expressão de HSPA8 e HSPA9 deve desempenhar um papel 
crítico na morte neuronal associada à DA (105). 
2.7.4 LINE1 (Long Interspersed Nuclear Element 1 ou L1) 
Existem diversos tipos de elementos de DNA repetitivo no genoma, 
como as repetições longas intercaladas e as repetições em tandem. As 
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repetições intercaladas são compostas por diferentes elementos de 
retrotransposição, tais como as LINE1, as Alu, os elementos intercalados curtos, 
as sequências longas de repetição terminal e os transposons de DNA (85). Os 
transposons de DNA são capazes de cortarem-se e inserirem-se em outras 
sequências utilizando uma enzima chamada transposase (112). Esse 
mecanismo de “salto” foi responsável pela abundância na distribuição dessas 
sequências (85), que constituem 5% do genoma total de um indivíduo (113).  
As sequências Alu e LINE1 são os elementos de repetição mais 
abundantes e representam aproximadamente 30% de todo o genoma. Assim, 
essas sequências são amplamente utilizadas para estimar a metilação global do 
genoma humano (114).  
É estimado que mais de um terço da metilação do DNA ocorra em 
elementos de repetição (114). Aproximadamente 80% dos dinucleotídeos CpG 
estão presentes em elementos de repetição, e esses dinucleotídeos estão 
geralmente metilados nessas sequências (115).  
O cérebro apresenta uma elevada taxa de metilação de elementos 
de repetição quando comparada a outros tecidos (7). Em células precursoras 
neuronais é observada a capacidade de retrotransposição de LINE1 que altera a 
expressão de genes neuronais e influencia no destino celular (116, 117). A 
presença da metilação nos elementos de repetição inibem a capacidade de 
retrotransposição e transcrição das sequências repetitivas, sendo que, a 
desmetilação ativa a transposição e a propagação de metilação aberrante para 
outros genes (118). 
Em humanos, a hipometilação de DNA genômico foi observada em 
doenças associadas ao envelhecimento como o câncer (71). Em câncer de cólon 
a metilação de LINE1 pode estar relacionada a melhor ou pior prognóstico da 
doença (119). 
No envelhecimento normal, as sequências Alu, mas não as LINE1 
apresentam diminuição da metilação com a idade (73). No sangue periférico de 
indivíduos com DA, LINE1 apresenta maior metilação em relação a controles 
pareados por idade e sexo. Os níveis de metilação foram associados ao escore 
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de testes cognitivos, sugerindo uma participação da metilação destas 
sequências na DA (120). 




Foi delineado um estudo caso controle para investigar a expressão 
e metilação de genes candidatos e a metilação global em pacientes com DA. 
3.1 Casuística 
3.1.1 Sangue periférico 
O presente estudo avaliou amostras de linfócitos de sangue 
periférico de 22 jovens, 23 idosos saudáveis e 34 pacientes com DA de ambos 
os sexos. A Tabela 2 apresenta as médias de idade ± desvio padrão (DP) e a 
porcentagem de indivíduos do sexo feminino e masculino para cada grupo. Os 
grupos de idosos saudáveis e pacientes com DA apresentaram idades 
semelhantes (p>0,05) e os jovens sadios foram recrutados com idades variando 
entre 18 e 28 anos. A proporção entre os sexos não diferiu entre os grupos 
analisados (p>0,05). 
Os idosos saudáveis obedeceram aos critérios de exclusão de 
sequela de acidente vascular encefálico, depressão profunda, demência 
vascular, baixos níveis cognitivos e alcoolismo. Adicionalmente, foi aplicada a 
escala padronizada para avaliação cognitiva o Mini-Exame do Estado Mental 
(MEEM) adaptada à população brasileira por Bertolucci e colaboradores (121), 
que analisa as funções corticais de forma simplificada e objetiva, mas com 
sensibilidade alta para captar alterações cognitivas. A funcionalidade foi avaliada 
utilizando a escala de Katz (122), que identifica o grau de dependência e 
classifica os pacientes em independentes, parcialmente dependentes e 
dependentes. 
O presente estudo incluiu somente pacientes com a forma 
esporádica da DA, com idade acima de 65 anos e que apresentaram um mínimo 
de três anos de evolução da DA. Foi realizada anamnese e exame neurológico 
detalhado por neurologistas. Os critérios diagnósticos do National Institute of 
Neurological and Communicative Disorders and Stroke e da Alzheimer's Disease 
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) foram utilizados para a 
caracterização da DA (123). Esses critérios foram estabelecidos com base no IV 
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Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV) com adaptações 
para o diagnóstico provável de DA, que consistem em perda da memória 
associada a outro domínio cognitivo, como linguagem, funções executivas, 
habilidades visuoespaciais e praxias associadas à perda da funcionalidade. 
Todos os pacientes com DA foram recrutados no Ambulatório de Neurologia do 
Comportamento da UNIFESP/EPM, sob supervisão do Prof. Dr. Paulo Henrique 
Ferreira Bertolucci. Dos trinta e quatro pacientes recrutados, quatro não 
recebiam medicação, dois recebiam outras medicações e vinte e oito recebiam 
tratamento com inibidores de acetilcolineterase. 
Todos os participantes receberam informações quanto aos 
objetivos e ao protocolo da pesquisa e assinaram um termo de consentimento 
livre e esclarecido (Anexo 1) aprovado pelo comitê de ética da UNIFESP. 
3.1.2 Tecido cerebral 
Foram analisadas cerca de 10 amostras de tecido cerebral post 
mortem de idosos saudáveis e de 12 amostras de pacientes com DA. De cada 
paciente, foram coletadas amostras de tecido cerebral oriundas de três 
diferentes regiões cerebrais: córtices entorrinal e auditivo e hipocampo. As 
regiões cerebrais do córtex entorrinal e hipocampo foram selecionadas por 
serem áreas primariamente afetadas pela doença e o córtex auditivo por ser 
uma região afetada posteriormente. As amostras foram disponibilizadas pelo The 
Brain Bank – Douglas Hospital Research Centre (Montreal, Canadá) em 
colaboração com o Dr. Gustavo Turecki, do Departamento de Genética 
Psiquiátrica da Universidade McGill. Todas as amostras (com e sem DA) foram 
obtidas por autópsia, congeladas a -80 ºC até o uso e processadas utilizando o 
mesmo protocolo.  
Os pacientes com DA foram submetidos a uma triagem clínica 
rigorosa que permitiu o diagnóstico da DA, tanto pelo acompanhamento do 
paciente em vida, como por análise do cérebro post mortem. A duração da 
doença nos pacientes foi de no mínimo 3 anos de evolução. Seis pacientes com 
DA eram tratados com neurolépticos que atuam como antagonistas do receptor 
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de dopamina, dos quais, cinco pacientes recebiam haloperidol e um recebia 
risperidona. O período do tratamento variou entre 1 a 10 anos. 
O grupo de idosos saudáveis não apresentava história de doença 
neurológica ou psiquiátrica. A Tabela 2 apresenta as médias de idades ± DP e a 
porcentagem de indivíduos do sexo feminino e masculino para cada grupo. 
Idade e gênero não variaram entre os dois grupos (p>0.05). 
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética e 
Pesquisa da UNIFESP com número de registro 1944/08 (Anexo 2).  
Tabela 2: Caracterização das amostras de sangue periférico de jovens, idosos saudáveis e 
pacientes com Doença de Alzheimer e de tecido cerebral de idosos saudáveis e pacientes com 
Doença de Alzheimer. 
Tecido Grupo N Média Idade ± DP Sexo (%) ♀/♂ 
Sangue Jovens 22 21,7±1,7 77,3/22,7 
Idosos saudáveis 23 72,1±10,5 73,9/26,1 
  Pacientes com DA 34 75,5±9,1 73,5/26,5 
Cérebro Idosos saudáveis 10 78,5±8,9 60,0/40,0 
Pacientes com DA 12 81,0±6,5 58,0/42,0 
DA: Doença de Alzheimer; N: Número de indivíduos; DP: Desvio Padrão; %: porcentagem; ♀: 
sexo feminino; ♂: sexo masculino. 
3.2 Metodologia 
As amostras coletadas foram utilizadas em metodologias diferentes 
com intuito de avaliar primeiramente a expressão gênica e, posteriormente, o 
controle epigenético dos promotores gênicos. Concomitantemente, foi avaliada a 
metilação global das amostras de cérebro de pacientes com DA e idosos 
controle. O estudo de metilação foi realizado no Departamento de Psiquiatria da 
Universidade de Londres – King’s College, sob supervisão do Dr. Jonathan Mill. 
A figura 7 apresenta um fluxograma para a melhor compreensão das 
metodologias aplicadas a cada grupo de amostras. 
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Figura 7: Resumo das técnicas realizadas no estudo, e respectivas amostras utilizadas. D. 
Alzheimer: Doença de Alzheimer; N: Número de indivíduos; qRT-PCR: quantitative reverse 
transcription polymerase chain reaction 
 
3.2.1 Extração de RNA e síntese de cDNA 
Foram coletados 4 mL de sangue periférico de cada indivíduo e foi 
utilizado RiboPure™-Blood Kit (Ambion, EUA) para a extração de RNA, segundo 
instruções do fornecedor. Resumidamente, após a coleta de sangue, foi 
adicionada solução de lise (Tris-Cl [10mM] pH 8,0; EDTA [0,1M] pH8,0 e SDS 
0,5%) e de acetato de sódio [4M] e, em seguida, solução de fenol-
ácido/clorofórmio. Após 5 min à temperatura ambiente e breve centrifugação, a 
fase aquosa superior foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado etanol 
100%. Alíquotas dessa mistura foram então transferidas a um filtro juntamente 
com tampão de lavagem e foram submetidas a sucessivas centrifugações. Em 
seguida, tampão de eluição (pré-aquecido a 75ºC) foi adicionado ao filtro e a 
mistura passou por mais uma centrifugação. O RNA eluído foi então 
armazenado a -80 oC até a utilização nas etapas posteriores. 
Em relação às amostras de cérebro, o tecido foi armazenado em 
RNAlater® Tissue Collection (Ambion, EUA), uma solução para estabilização de 
RNA, e estocado a -20 °C. Um pedaço de tecido (no máximo 100 mg) foi 
pulverizado em cadinho/pistilo com nitrogênio liquido. Após esse procedimento, 
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foi seguido o protocolo de extração de RNA por meio de RNeasy® Lipid Tissue 
Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), segundo instruções do 
fabricante.Resumidamente, o tecido triturado foi homogeneizado em Qiazol e 
colocado à temperatura ambiente por 5 min. Após essa etapa, foi adicionado 
clorofórmio e a mistura foi mantida à temperatura ambiente por mais 3 min, e 
submetida à centrifugação a 12000 g/15 min/4 ºC. Após centrifugação, a fase 
aquosa foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado etanol 70%. A 
mistura foi transferida para um tubo contendo uma coluna e centrifugada a 8000 
g/15 s à temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado tampão de lavagem 
à coluna e a amostra foi submetida novamente à mesma centrifugação. Um novo 
tampão de lavagem foi adicionado e a mistura foi centrifugada inicialmente a 
8000 g/15 s e, posteriormente, a 8000 g/2 min para secar a membrana da 
coluna. Por fim, para eluição do RNA, adicionou-se água RNAse-free na coluna 
e foi realizada uma centrifugação a 8000 g/1 min. As amostras de RNA foram 
estocadas a - 80°C até serem utilizadas.  
A concentração de RNA e as razões de absorbância 230/260 e 
260/280 foram medidas pelo aparelho NanoDrop (Spectrophotometer ND - 1000 
- NANODROP, EUA) e somente amostras com valores de razões entre 1,9 e 2,1 
foram selecionadas.  
A síntese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA (Figura 8) 
utilizou High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems™, 
EUA), no qual 1 µL de RNA total foi adicionado a um Master Mix contendo 2 µL 
de 10X Reverse Transcription Buffer, 0,8 µL de dNPT Mix, 2 µL de 10X Reverse 
Transcription Random Primers, 1 µL de Reverse Transcriptase, 1 µL de inibidor 
de RNase e 11,2 µL de H2O Nuclease-free, totalizando um volume final de 20 
µL. A mistura foi, submetida às seguintes etapas: 25 ºC/10 min, 37 ºC/120 min, 
85 ºC/5 min e, então, armazenada a 4 ºC.  
3.2.2 qRT-PCR (quantitative Reverse Transcription Polymerase 
Chain Reaction) 
A análise da expressão dos genes alvos DPYSL2, CNP, HSPA8 e 
HSPA9 em sangue periférico e em tecido cerebral foi realizada por meio da 
técnica de qRT-PCR utilizando o ensaio TaqMan. , com princípio na ação 
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exonuclease da Taq DNA polimerase, com uma sonda repórter fluorescente 5’ e 
um quencher (silenciador) 3’. Após a desnaturação, os primers e a sonda se 
anelam aos seus alvos. Durante o passo de polimerização, a Taq DNA 
polimerase cliva e separa fisicamente a sonda repórter do quencher, resultando 
na liberação do sinal fluorescente (Figura 8) (124), que foi detectado pelo 
aparelho 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems™, EUA). O aumento 
do sinal é diretamente proporcional ao número de moléculas amplificadas 
durante cada ciclo.  
No presente estudo, foram utilizados primers e sondas MGB 
TaqMan® (marcados com fluoróforo FAM™) dos ensaios de expressão gênica 
TaqMan® para todos os genes alvos (DPYSL2 - Hs00954558-m1; CNP - 
Hs01018164-m1; HSPA8 - Hs00941878-g1; HSPA9 - Hs00945588-g1) 
comercializados pela Applied Biosystem (Applied Biosystems™, EUA). O gene β 
actina (ACTB: Hs03023943-g1) foi escolhido como controle endógeno para a 
reação e sua corrida foi realizada paralelamente à reação dos genes alvos 
estudados e seu ensaio. Cerca de 100ng de cDNA foi utilizado para cada reação 
de qRT-PCR Todas as reações foram realizadas em triplicata. Somente uma 
pequena variação da triplicata foi tolerada, sendo que réplicas com DP de CT 
(cycle threshold) >0,3 foram repetidas ou excluídas da análise.  
 




Figura 8: Amplificação por qRT-PCR, por meio do princípio do ensaio TaqMan. Resumidamente, 
após a desnaturação, o par de primer e a sonda se anelam aos seus alvos. Durante a extensão, 
a Taq DNA polimerase cliva e separa fisicamente a sonda repórter do quencher, resultando na 
liberação do sinal fluorescente, que é captado pelo aparelho. Q: Quencher, R: Repórter.  
 
As condições da qRT-PCR padronizadas para todos os Ensaios de 
Expressão Gênica TaqMan® foram: 1 µL de cDNA de cada amostra (100 ng/µL), 
0,6 µL do Ensaio de Expressão Gênica TaqMan® 20X e 6 µL de QuantiTect 
Probe PCR Master Mix 2X (QIAGEN, Alemanha), completados com água para 
volume final de 12 µL. A mistura passa por uma desnaturação inicial de 10 min a 
94 °C, seguido de 45 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 s, anelamento e 
extensão a 60 °C por 60 s. A confiabilidade das amostras de RNA foi 
assegurada pela escolha de sondas MGB Taqman® que se estendem sobre 
junções éxon-éxon, e, dessa forma, o DNA genômico foi excluído como template 
das análises de expressão.  
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O baseline foi calculado automaticamente pelo aparelho e o 
threshold foi ajustado manualmente para cada gene estudado. O método 
escolhido para quantificação da expressão gênica foi o método CT comparativo 
(Método ∆∆CT), que se baseia nos valores dos CT dos genes alvos e do gene 
endógeno. O CT é o número do ciclo no qual a fluorescência gerada dentro de 
uma reação cruza a linha threshold, que é fixado na fase exponencial da curva 
de amplificação. Isso indica que amostras com menores valores de CT 
apresentam amplificação mais precoce, ou seja, possuem mais cópias de cDNA 
do gene estudado do que amostras que possuem um maior valor de CT. É obtida 
uma média dos CTs para cada replicata técnica e é calculado o valor de ∆CT (CT 
gene alvo - CT gene endógeno) para normalizar a quantidade de um alvo em relação à 
referência endógena escolhida. Os valores de 2-∆CT foram os valores utilizados 
para os cálculos estatísticos necessários. Adicionalmente, foi calculada a 
quantificação relativa (QR) com o uso da fórmula aritmética 2-∆∆CT (2
-∆CT grupo de 
interesse / 2-∆CT grupo referência) para avaliar o quanto um gene foi expresso no grupo 
de interesse em relação ao grupo referência. Os valores de CT e ∆CT foram 
calculados utilizando 7500 software 2.0. Os dados gerados foram exportados 
para o Microsoft® Excel para o cálculo do 2-∆CT e da QR. 
3.2.3 Análise estatística dos dados de expressão gênica 
Inicialmente, foram realizados testes de normalidade (Shapiro-Wilk) 
para a variável dependente (2-∆CT), além de observar o tamanho amostral para 
cada análise, a fim de definir o teste estatístico a ser aplicado. Nas distribuições 
que não obedeceram à normalidade, as variáveis quantitativas foram 
transformadas utilizando a fórmula de escores-z, na qual o valor da média da 
variável é subtraído do valor do indivíduo , e esse valor é dividido pelo desvio 
padrão da variável. 
Após a transformação para escores-z, foram utilizados testes 
paramétricos para todas as análises. Variáveis que apresentavam valores de 
escores-z superiores a 2,59 ou inferiores a -2,59 foram excluídas das análises a 
fim de excluir valores outliers.  
Para a análise da expressão em sangue periférico, foi utilizado o 
teste ANOVA de uma via, com post-hoc de Bonferroni (p<0,05) para avaliar se 
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há diferença na expressão dos genes entre os grupos de jovens, de idosos 
saudáveis e de pacientes com DA. 
Para verificar se a expressão gênica de cada uma das diferentes 
regiões cerebrais diferiu entre idosos saudáveis e pacientes com DA, foi utilizado 
teste t de Student. Também foi utilizado o teste t de Student para avaliar se 
houve diferença de expressão entre sangue periférico e o tecido cerebral de 
idosos saudáveis e de pacientes com DA. 
Nas análises em que houve diferenças significantes, foi realizado 
um Modelo Linear Geral (GLM) utilizando a presença do alelo ε4 de APOE como 
variável de interação, para corrigir uma possível influência do alelo nas análises.  
A correlação de Pearson foi realizada para avaliar se os diferentes 
tecidos se comportavam da mesma maneira e poderia representar eventos 
associados em comum. Para essa análise, as amostras de tecido cerebral e 
sangue periférico foram pareadas por idade e sexo para minimizar possíveis 
vieses. 
Os resultados estão apresentados como média de 2-∆CT ± DP. As 
análises estatísticas foram realizadas utilizando o pacote estatístico SPSS® 18.0 
e a hipótese nula foi rejeitada com valores de p<0,05. 
3.2.4 Extração de DNA 
A extração de DNA das amostras de sangue periférico foi realizada 
por meio de QIAamp Blood midi Kit (QIAGEN, Alemanha). a partir de 2 mL de 
sangue total. As amostras foram tratados com proteinase K e tampão de 
digestão por 10 min a 70 °C. Em seguida, 20 mL de etanol absoluto foi 
acrescentado ao produto de digestão. A mistura foi transferida para uma coluna 
contendo resina com afinidade por DNA e centrifugada por 5 min a 3000 rpm a 
temperatura ambiente. O DNA ligado à coluna foi submetido a sucessivas 
lavagens com soluções salinas contendo 70% ou 80% de etanol. 
Posteriormente, o DNA foi eluído da coluna com 600 µL de tampão de eluição do 
kit. Posteriormente, o DNA foi ressuspendido em água estéril e armazenado a -
80 ºC até o momento de sua utilização. 
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3.2.5 Genotipagem das amostras para o gene APOE 
As amostras foram genotipadas quanto aos polimorfismos 
rs429358 e rs7412 do gene APOE por meio da amplificação por PCR 
(Polymerase Chain Reaction) seguida por digestão enzimática com HhaI 
(Fermentas, Canada) (125). A clivagem permite a detecção dos alelos ε2, ε3 e 
ε4 por determinação dos resíduos cisteína (Cys) ou arginina (Arg) nas posições 
112 e 158 da cadeia polipeptídica. 
A genotipagem das amostras foi realizada pelo grupo do 
Laboratório de Genética do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marília – 
FAMEMA, sob supervisão do Dr. Spencer Luiz Marques Payão, que participou 
como colaborador em nosso estudo. A distribuição dos alelos do gene APOE em 
cada grupo biológico estudado está apresentada na Tabela 3. 
Tabela 3: Distribuição dos alelos do gene APOE em todos os indivíduos avaliados no estudo.  
Sangue e Cérebro 
Alelos de APOE 
Total ε2 N (%) ε3 N (%) ε4 N (%) 
Jovens 3 (7%) 36 (82%) 5 (11%) 44 (100%) 
Idosos Saudáveis 4 (6%) 57 (86%) 5 (8%) 66 (100%) 
Pacientes com DA 2 (2%) 61 (66%) 29 (32%) 92 (100%) 
N: Número de indivíduos; DA: Doença de Alzheimer. 
 
3.2.6 Modificação do DNA por bissulfito de sódio 
Para a modificação do DNA por bissulfito de sódio, foi utilizado EZ-
96 DNA Methylation™ Kit (Zymo Research, EUA). A conversão do DNA é 
realizada com uso de bissulfito de sódio, que apresenta propriedade oxidativa e 
promove a desaminação da base citosina, resultando em formação da base 
nitrogenada uracila. Esse fenômeno não ocorre quando, no lugar da citosina, 
encontra-se 5-metil-citosina.  
Inicialmente, foi adicionado 500 ng de DNA (volume variável) de 
cada paciente ao Convertion Plate, e em cada poço foi adicionado 5 µL de M-
Dilution Buffer e volume suficiente de água livre de DNAse para completar uma 
reação de 50 ul. Posteriormente, o Convertion Plate foi incubado a 37 ºC por 15 
min. Na sequência, foram adicionados 100 µL de CT-Convertion Reagent a cada 
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amostra e a placa foi incubada a 50 ºC por 16 horas.Após este período, as 
amostras foram transferidas para outra placa - Silicon-A™ Binding Plate, 
contendo 400 µL de M-Binding Buffer. A placa foi então centrifugada a 3000 g 
por 5 min. Durante esse processo, ocorre a ligação do DNA modificado à coluna 
presente na placa, e esse DNA foi lavado com 500 µL de M-Wash Buffer, 
seguido de centrifugação a 3000 g por 5min. Posteriormente, foram adicionados 
200 µL de M-Desulphonation Buffer a cada poço da placa e essa foi incubada 
em temperatura ambiente por 20 min. Por fim, a amostra foi novamente lavada, 
e eluída da coluna com 30 µL de M-Elution Buffer.  
3.2.7 Análise de metilação por espectrometria de massa  
Para a determinação da porcentagem de metilação dos promotores 
gênicos de DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9, foi utilizada a técnica de 
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization – Time Of Flight). Basicamente, essa técnica baseia-se na 
amplificação e purificação das sequências gênicas por PCR convencional, 
seguida de uma transcrição in vitro do DNA para RNA e de uma clivagem 
enzimática para a determinação da porcentagem de metilação baseada na 
massa dos fragmentos. A massa dos fragmentos gerados varia de acordo com o 
nucleotídeo presente na sequência gênica, e, dessa forma, pode-se determinar 
se o DNA foi ou não convertido por bissulfito de sódio em decorrência do estado 
de metilação. Essa técnica é altamente sensível e capaz de detectas pequenas 
quantidades de amostra com uma acurácia de 99,99%. 
3.2.7.1 Desenho de primers 
O desenho dos primers para a amplificação por PCR foi realizado 
por meio do software Epidesigner Beta-Sequenom®. É necessário o desenho de 
primers que possuam uma cauda T7 incorporada ao oligonucleotídeo, pois essa 
sequência será utilizada na etapa de transcrição in vitro do DNA.Foi escolhido 
um tamanho máximo de 400 pb para os fragmentos amplificados, a utilização de 
ambas as fitas para seleção dos melhores primers e primers que fizessem a 
distinção por diferenças presentes em uracilas. 
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Após a obtenção de diferentes pares de primers para cada gene, 
as sequências foram avaliadas utilizando o pacote estatístico R com biblioteca 
MassArray (Figura 9). Essa análise foi realizada para verificar se as massas dos 
fragmentos obtidos pós-clivagem poderiam ser iguais e, dessa forma, não 
informativas no momento da espectrometria de massa. 
 
Figura 9: Análise de primers no pacote estatístico R para a predição de sequências com 
sobreposição de massa. Em vermelho, estão as CpGs com sobreposição que não serão 
informativas no MALDI-TOF. Em azul, as CpGs que serão analisadas. T= sequência promotora 
exposta à clivagem de timinas, C= sequência promotora exposta à clivagem de citosinas.  
 
3.2.7.2 Amplificação gênica para determinação de metilação 
A amplificação das regiões promotoras dos genes DPYSL2, CNP, 
HSPA8 e HSPA9 em amostras de sangue periférico e em tecido cerebral foi 
realizada por meio PCR. A reação de PCR foi realizada com 2 µL de DNA 
convertido por bissulfito, 2 µL de 10X Buffer Qiagen, 0,4 µL de dNPT Mix [4 µM], 
0,5 µL de cada primer [10 µM], 0,4 µL MgCL2 [25 mM], 0,1 µL de Qiagen Hot 
Start Taq e 14,1 µL de água livre de nucleases, totalizando um volume final de 
20 µL. A mistura foi submetida às seguintes etapas: 95 ºC/15 min, 95 ºC/30 s, 56 
ºC/30 s, 72 ºC/30 s, 72 ºC/7 min e, em seguida, armazenada a -20 ºC. Todas as 
amostras/reações foram realizadas em duplicata, e em todas as PCRs foram 
utilizados controles positivos (CP) e controles negativos (CN). O CP utilizado foi 
um DNA adquirido comercialmente cuja sequência de DNA está 100% metilada 
(CpG Methylated HeLa Genomic DNA, New England Biolabs, EUA). O CN 
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(branco) foi baseado em uma reação em que foi utilizado 2 µL de água livre de 
nucleases em vez de 2 µL de DNA modificado.  
3.2.7.3 Purificação dos produtos de PCR, transcrição in vitro e 
clivagem enzimática 
Para a purificação dos produtos de PCR amplificados, as amostras 
foram inseridas em uma placa de 384 poços e a cada amostra foi adicionado 
1,70 µL de água livre de RNAse e 0,30 µL de Shrimp Alkaline Phosphatase 
(SAP). A reação foi incubada a 37 ºC/40 min, 85 ºC/5 min e 4 ºC/10 min. 
A cada amostra purificada foram adicionados 5 µL de mix contendo 
3,21 µL de água livre de RNAse, 0,89 µL de 5x T7 Polymerase Buffer, 0,22 µL 
de Cleavage Mix (T Mix), 0,22 µL de DTT (100 mM), 0,40 µL de T7 RNA & DNA 
Polymerase, 0,06 µL de RNAseA. A reação foi incubada a 37 ºC por 3 horas. 
Nessa etapa, o DNA é transcrito pela RNA polimerase, utilizando como 
iniciadora a sequência T7 acoplada a cada primer. Após a transcrição, ocorre a 
clivagem de citosinas e uracilas pela RNAse A (Figura 10). Para limitar os sítios 
de corte da enzima, foi selecionada a clivagem preferencial de timinas – 
representada por U – utilizando o Cleavage Mix (T Mix), que possui uma 
desoxicitosina (dCTP) resistente ao corte. 
 
Figura 10: Resumo das etapas prévias à espectrometria de massa: Amplificação, transcrição e 
clivagem enzimática. Fonte: Modificado de (126).  




3.2.7.4 Espectrometria de massa usando Sequenom-Epityper 
Após a clivagem de timinas, foi adicionado a cada amostra 20 µL 
de água livre de RNAse e resina para a limpeza do produto. A placa de 384 
poços foi posicionada no robô MassARRAY® Nanodispenser (Sequenom, EUA) 
que insere a amostra em um chip SpectroChip (Sequenom, EUA). Cada amostra 
inserida no chip é irradiada com um laser pulsante, acelerada em um campo 
elétrico e entra em um cilindro de vôo (flight tube). Durante o vôo, as diferentes 
moléculas que compõem a amostra são separadas. Na análise de metilação, a 
diferença de massa de uma guanina para uma adenina é de 16 Da. O 
espectrômetro de massa foi calibrado com 4-points calibrator (Sequenom, EUA), 
que contém moléculas de massa de 1479,0 Da, de 3004,0 Da, de 5044,4 Da e 
de 8486,6 Da. 
A diferença de massa entre guaninas e adeninas foi interpretada 
por MassARRAY®EpiTYPER 1.0 software, e a sequência do DNA foi 
determinada com respectivas porcentagens de metilação de cada CpG. Quando 
CpGs foram avaliadas individualmente, buscou-se possíveis sítios de ligação 
para fatores de transcrição que possam ser inibidos pela adição do radical metil. 
Além das porcentagens individuais de cada CpG, também foi calculada a média 
de metilação de cada promotor gênico levando em consideração a metilação de 
todos os CpGs dentro do amplicon. 
3.2.8 Análise de metilação global por Pirosequenciamento 
Para a determinação da metilação global, foi utilizada a técnica de 
pirosequenciamento, que se baseia na detecção da atividade da polimerase por 
enzimas quimioluminescentes. Resumidamente, um nucleotídeo é adicionado 
por vez na reação, e, quando incorporado à sequência do DNA, é liberado um 
pirofosfato (PPi). Esse PPi é utilizado pela enzima sulfurilase e é convertido em 
ATP. A enzima luciferase utiliza o ATP como substrato e o converte em luz. A 
luminescência é captada pelo aparelho que registra a base incorporada. Após 
um ciclo, inicia-se outra liberação de um nucleotídeo por vez para a 
determinação da base adjascente. Se nucleotídeo liberado não for 
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complementar à sequência de DNA, não será incorporado à sequência. Dessa 
forma, um nucleotídeo diferente e complementar será adicionado a sequencia.  
Para o pirosequenciamento de LINE1, foi, inicialmente, realizada 
uma PCR convencional utilizando os primers do kit comercial 
PyroMark_Q24_CPG_LIne1 (Qiagen, Alemanha). Nesse kit, é fornecido um par 
de primers para a amplificação por PCR, dos quais o primer forward é biotinilado 
e atua como uma sequência iniciadora para a reação de pirosequenciamento. A 
reação de PCR foi realizada com 2 µL de DNA convertido por bissulfito de sódio, 
2 µL de 10X Buffer Qiagen, 0,4 µL de dNPT Mix, 0,5 µL de cada primer [10 uM], 
0,4 µL MgCL2 [25 mM], 0,1 µL de Qiagen Hot Start Taq e 14,1 µL de água livre 
de nucleases, totalizando um volume final de 20 µL. A mistura foi submetida às 
seguintes etapas: 95 ºC/15 min, 95 ºC/30 s, 56 ºC/30 s, 72 ºC/30 s, 72 ºC/7 min. 
Após a reação de pirosequenciamento, as amostras foram armazenadas a -20 
ºC. 
Após a PCR, foi realizado o isolamento dos amplicons para 
posterior seqüenciamento. Para isso, 18 µL de cada produto de PCR foi 
incubado com 2 µL de beads magnéticos, 40 µL de Binding Buffer e 20 µL de 
água livre de nucleases por 10 min sob agitação. Após a incubação, as amostras 
foram levadas à estação de lavagem. Inicialmente, foi realizada a aspiração das 
amostras por vácuo, e, posteriormente, os capilares que continham as amostras 
foram imersos em etanol 70% e NaOH [7M] por 5 s para desnaturação. Após a 
desnaturação, apenas as fitas de DNA que possuíam o primer biotinilado ligados 
às beads permaneceram nos capilares e foram transferidas para uma placa de 
sequenciamento. A cada amostra foram adicionados 0,75 µL do primer de 
sequenciamento (10 uM) e 24,35 µL de annealing buffer. Posteriormente, as 
amostras foram incubadas a 80 ºC por 2 min. 
Por fim, foram adicionados no distribuidor do aparelho 90 µL de 
substrato, 90 µL de enzimas e 60 µL de cada DNTP que foram utilizados para o 
sequenciamento. Utilizando o Pyromark Q24 software, foi determinada a 
sequência de LINE1 a ser avaliada. 
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3.2.9 Análise estatística dos dados de metilação 
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk) 
para as variáveis quantitativas, além de observar o tamanho amostral para cada 
análise para definir o teste adequado para as subsequentes análises. Nas 
distribuições que não obedeceram à normalidade, as variáveis quantitativas 
foram transformadas em escores-z e foram utilizados testes paramétricos para 
todas as análises. Foram excluídas das análises os valores outliers – amostras 
que apresentavam valores de escores-z superiores a 2,59 ou inferiores a -2,59. 
Nas comparações dois a dois, foi utilizada a correção de Bonferroni, na qual o 
índice de significância (p=0,05) é dividido pelo número de testes independentes 
realizados com a finalidade de diminuir a quantidade de resultados falsos 
positivos. 
Foi utilizado o teste ANOVA de uma via com post-hoc de 
Bonferroni para a análise da metilação em sangue periférico e para a análise de 
metilação em tecido cerebral, na qual foi comparado as três regiões cerebrais 
(córtices entorrinal e auditivo, e hipocampo) no grupo de idosos saudáveis e no 
do grupo de pacientes com DA  
O teste t de Student foi utilizado para verificar se a metilação 
gênica de cada uma das diferentes regiões cerebrais diferiu entre idosos 
saudáveis e pacientes com DA. Esse teste também foi utilizado para verificar se 
houve diferença de metilação entre sangue periférico de idosos saudáveis e de 
pacientes com DA e o tecido cerebral. 
Foi utilizado o teste ANOVA de uma via com post-hoc de 
Bonferroni para a comparação de metilação global (LINE1) entre as três regiões 
cerebrais (córtices entorrinal e auditivo, e hipocampo) tanto dentro do grupo de 
idosos saudáveis quanto do grupo de pacientes com DA.  
Nas análises em que houve diferenças significantes, foi realizado 
um GLM utilizando a presença do alelo ε4 de APOE como variável de interação 
para corrigir uma possível influência do alelo nas análises.  
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Os resultados estão apresentados como média de metilação ± DP, 
além dos valores individuais de cada CpG que compunham as sequências 
gênicas (Anexos 4-21). As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 
pacote estatístico SPSS® 18.0 e a hipótese nula foi rejeitada com valores de 
p<0,05. 





4.1 Análise da expressão e da metilação de genes candidatos 
4.1.1 DPYSL2 
4.1.1.1 Análise de expressão e metilação em sangue periférico 
Na análise de expressão do gene DPYSL2, foram avaliadas 16, 23 e 
34 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, idosos saudáveis e 
pacientes com DA.  
No sangue periférico, a expressão do gene DPYSL2 diferiu entre os 
três grupos analisados (F=5,25; p=0,01). A análise de post hoc demonstrou uma 
diferença significante entre o grupo de pacientes com DA e jovens, e entre o grupo 
de idosos e jovens saudáveis. Não foi observada diferença significante entre 
pacientes com DA e idosos saudáveis (Tabela 4; Figura 11). O teste GLM para 
correção da influência do alelo ε4 de APOE demonstrou uma diferença 
estatisticamente significante entre os três grupos, sendo mantida a diferença entre 
o grupo de pacientes com DA e jovens, assim como entre o grupo de idosos e 
jovens saudáveis (Tabela 4; Figura 11). 
Para o cálculo da QR, foi utilizado o grupo de idosos como referência. 
O grupo de jovens saudáveis apresentou maior expressão do gene (QR=11,67) e o 
grupo de pacientes com DA apresentaram uma menor expressão do gene 
(QR=0,62) em relação aos idosos saudáveis (Tabela 4).  
Não foi possível realizar as análises de metilação do gene DPYSL2 no 
sangue periférico de todos os grupos. Dessa forma, não foi possível avaliar se a 
metilação do DNA é responsável pela diferença na expressão do gene DPYSL2 
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Tabela 4: Expressão do gene DPYSL2 em sangue periférico do grupo de pacientes com Doença de 






p* Post hoc* p# Post hoc# QR 
Jovens 16 638,02 1398,67 
0,01 
DA x Idosos p=1,00 
<0,001 
DA x Idosos p=1,00 11,67 
Idosos 23 54,68 104,00 DA x Jovens p=0,01 DA x Jovens p<0,001 1 
DA 34 33,86 22,96 Idosos x Jovens p=0,02 Idosos x Jovens p<0,001 0,62 
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p# teste GLM 
ajustado para a presença do alelo ε4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presença de 
ε4; DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 
 
Figura 11: Expressão de DPYSL2 em sangue periférico. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene 
DPYSL2 entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doença de Alzheimer em sangue 
periférico. DA: Doença de Alzheimer. * Comparação entre os grupos utilizando teste ANOVA. 
 
4.1.1.2 Análise de expressão e metilação em tecido cerebral 
Foram avaliadas 8, 9 e 9 amostras de córtex entorrinal, de córtex 
auditivo e de hipocampo, respectivamente, do grupo de idosos saudáveis. No 
grupo de pacientes com DA, foram avaliadas 10, 11 e 11 amostras do córtex 
entorrinal, do córtex auditivo e do hipocampo, respectivamente. 
Não foi observada uma diferença significante na expressão de 
DPYSL2 no córtex entorrinal, no córtex auditivo e no hipocampo, entre os pacientes 
com DA e idosos saudáveis (Tabela 5; Figura 13).  
Foi utilizado o grupo de idosos saudáveis como referência para o 
cálculo da QR. Todas as regiões cerebrais apresentaram níveis de expressão 
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diminuídos no grupo de pacientes com DA em relação ao grupo de idosos 
saudáveis, porém sem diferença significante de expressão entre os grupos (Tabela 
5).  
Não foi observada diferença na média de metilação no córtex 
entorrinal, no córtex auditivo e no hipocampo entre o grupo de idoso saudáveis e 
pacientes com DA, sendo que todas as regiões apresentaram baixos níveis de 
metilação de DPYSL2 (Tabela 6; Figura 12). Não foi observada também, diferença 
entre a metilação dos sítios CpGs do gene DPYSL2 nas regiões cerebrais entre 
idosos e pacientes com DA (Anexo 4). 
No grupo de idosos saudáveis, a expressão do gene DPYSL2 não 
diferiu entre as três regiões cerebrais analisadas (F=1,05, p=0,37). No grupo de 
pacientes com DA, também não houve diferença de expressão entre as três 
regiões cerebrais avaliadas (F=1,29, p=0,29). Adicionalmente, não foi observada 
diferença na média de metilação entre as regiões analisadas tanto no grupo de 
idosos saudáveis (F=1,05, p=0,37) como no de pacientes com DA (F=1,29, p=0,29) 
(Tabela 6). Não foi observada diferença na metilação de sítios CpGs específicos 
entre as regiões cerebrais em cada grupo (Anexo 5).  




Figura 12: Epigrama ilustrativo resultante da análise de espectrometria de massa para o gene 
DPYSL2 de 41 amostras aleatoriamente dispostas dos indivíduos jovens, idosos e de pacientes com 
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Tabela 5: Expressão do gene DPYSL2 nas três regiões cerebrais de pacientes com Doença de 
Alzheimer e de idosos saudáveis.  
Região Cerebral 














p* p# QR 
Córtex Entorrinal 8 5,63 3,51 10 3,34 1,27 0,12 0,23 0,59 
Córtex Auditivo 9 6,38 4,09 11 4,03 1,43 0,13 0,16 0,63 
Hipocampo 9 9,93 9,90 11 5,18 4,13 0,16 0,21 0,52 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos.  
 
Figura 13: Expressão de DPYSL2 em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudáveis 
Comparação dos valores de 2-∆CT do gene DPYSL2 no córtex entorrinal, córtex auditivo e 
hipocampo entre o grupo de pacientes com Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. DA: 
Doença de Alzheimer.  
 
 
Tabela 6: Metilação do gene DPYSL2 nas diferentes regiões cerebrais do grupo de pacientes com 
Doença de Alzheimer e grupo de idosos saudáveis. 
Região Cerebral 












Córtex Entorrinal 8 0,03 0,01 9 0,03 0,01 0,52 0,08 
Córtex Auditivo 8 0,03 0,01 10 0,03 0,01 0,78 0,79 
Hipocampo 9 0,04 0,01 11 0,05 0,05 0,79 0,92 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer.  
.  
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Adicionalmente, foi observado que a expressão de DPYSL2 no tecido 
cerebral (sem a subdivisão de regiões) diferiu entre o grupo de idosos e o de 
pacientes com DA (Tabela 7; Figura 14). A expressão no tecido cerebral foi menor 
nos pacientes com DA do que nos idosos controles (QR=0,57). O teste GLM para 
correção da influência do alelo ε4 de APOE demonstrou diferença estatisticamente 
significante entre pacientes com DA e idosos saudáveis. Entretanto, não foi 
observada diferença nas médias de metilação (p=0,59) (Tabela 8) e em CpGs 
específicas do promotor de DPYSL2 entre os dois grupos de análise (Anexo 6). 
Tabela 7: Expressão do gene DPYSL2 em tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e 






p* p# QR 
Idosos Saudáveis 26 6,62 7,38 
0,02 0,001 
1 
Pacientes com DA 32 4,21 2,68 0,57 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 
 
Figura 14. Expressão de DPYSL2 em tecido cerebral em pacientes com Doença de Alzheimer e em 
idosos saudáveis. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene DPYSL2 no tecido cerebral de 
pacientes com Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. DA: Doença de Alzheimer. * 
Comparação entre os grupos utilizando teste t de Student. 
Tabela 8: Metilação do gene DPYSL2 em tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e 
de idosos saudáveis. 
Grupo N 





Idosos Saudáveis 25 0,01 0,03 
0,59 0,43 
Pacientes com DA 30 0,04 0,03 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
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4.1.1.3 Comparação da expressão e da metilação entre sangue 
periférico e tecido cerebral 
A expressão do gene DPYSL2 diferiu significantemente entre 
amostras de sangue periférico e de tecido cerebral tanto para o grupo de idosos 
saudáveis quanto para o grupo de pacientes com DA (Tabela 9; Figuras 15 A e B). 
O teste GLM utilizando o alelo ε4 de APOE como variável de interação reforçou a 
presença de diferença estatística entre sangue periférico do grupo de pacientes 
com DA, porém, a diferença entre os tecidos não foi mantida no grupo de idosos 
saudáveis. 
Para o cálculo da QR, foi utilizado o sangue periférico como referência 
em relação ao cérebro. O tecido cerebral apresentou menor expressão do gene 
DPYSL2 em relação ao sangue periférico em idosos saudáveis (QR=0,13) e em 
pacientes com DA (QR=0,12) (Tabela 9). 
Não foi observada correlação significante na expressão de DPYSL2 
entre o tecido cerebral e o sangue tanto em amostras de pacientes com DA (R=-
0,02; p=0,99) quanto em idosos saudáveis (R=0,35; p=0,35). 
Não foi possível realizar as comparações dos níveis de metilação do 
promotor de DPYSL2 entre o sangue periférico e o tecido cerebral devido à 
ausência de sucesso na análise de espectrometria de massa. Dessa forma, 
também não foi possível avaliar se o controle epigenético foi responsável pela 
diferença na expressão do gene DPYSL2 observada entre os diferentes tecidos. 
 
Tabela 9: Expressão do gene DPYSL2 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com Doença 
de Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Tecido 











p* p# QR 
Sangue 23 54,68 104,00 0,04 0,04 0,13 
34 33,86 22,96 
<0,001 <0,001 0,12 
Cérebro 26 7,38 6,62 32 4,21 2,68 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; DA: 
Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação ao sangue.  











Figura 15. Expressão de DPYSL2 em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparação dos 
valores de 2-∆CT do gene DPYSL2 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudáveis. 
B) Comparação dos valores de 2-∆CT do gene DPYSL2 entre o sangue periférico e o tecido cerebral 




4.1.2.1 Expressão e metilação em sangue periférico 
Para a análise de expressão do gene CNP, foram avaliadas 16, 23 e 
34 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, idosos saudáveis e 
pacientes com DA, respectivamente. Para a avaliação da metilação, foram 
analisados 19, 20 e 29 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, idosos 
saudáveis e pacientes com DA, respectivamente. 
No sangue periférico, a expressão de CNP diferiu entre os três grupos 
analisados. A análise post hoc demonstrou uma diferença significante entre o grupo 
de pacientes com DA e jovens, e entre o grupo de idosos saudáveis e jovens. Não 
foi observada diferença significante entre pacientes com DA e idosos saudáveis 
(Tabela 10; Figura 16). O teste GLM para correção da influência do alelo ε4 de 
APOE demonstrou diferença estatisticamente significante entre os grupos, assim 
como a diferença entre o grupo de pacientes com DA e jovens, e entre o grupo de 
idosos e jovens saudáveis, foram mantidas. 
Para o cálculo da QR, foi utilizado o grupo de idosos como referência. 
O grupo de jovens saudáveis apresentou maior expressão do gene (QR=9,21) e o 
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grupo de pacientes com DA apresentaram uma menor expressão do gene 
(QR=0,11) em relação aos idosos saudáveis (Tabela 10).  
A média de metilação diferiu entre os três grupos analisados. A 
análise post hoc demonstrou diferença significante na média da metilação entre o 
grupo de pacientes com DA e jovens, e uma tendência de diferença entre o grupo 
de idosos e jovens (Tabela 11). Na análise pelo teste GLM, a diferença na média 
de metilação se manteve (Tabela 11).  
Adicionalmente, foi observada uma diferença pontual na sequência de 
CNP (CpG 7) (F=7,83, p=0,001). Essa citosina apresentou maior metilação no 
grupo de pacientes com DA (0,05±0,02) em relação aos idosos e jovens 
(0,03±0,02) (Anexo 7). Os níveis de metilação foram extremamente baixos em 
todos os grupos, não superando 1% de metilação (Tabela 11; Figura 17). 
Tabela 10: Expressão do gene CNP em sangue periférico de pacientes com Doença de Alzheimer, de 






p* Post hoc* p# Post hoc# QR 
Jovens 16 306,86 401,58 
<0,001 
DA x Idosos p=1,00 
<0,001 
DA x Idosos p=1,00 9,21 
Idosos 23 33,32 22,55 DA x Jovens p<0,001 DA x Jovens p<0,001 1,00 
DA 34 33,91 23,07 Idosos x Jovens p<0,001 Idosos x Jovens p<0,001 0,11 
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p# teste GLM ajustado 
para a presença do alelo ε4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presença de ε4; DA: 
Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
  
 
Figura 16: Expressão de CNP em sangue periférico. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene 
CNP entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doença de Alzheimer em sangue periférico. 
DA: Doença de Alzheimer. * Comparação entre os grupos utilizando teste ANOVA. 
                                                                                                              Resultados 
53 
 
Tabela 11: Metilação do gene CNP em sangue periférico de pacientes com Doença de Alzheimer, 






p* Post hoc* p# Post hoc# 
Jovens 19 0,03 0,00  
0,03 
 
DA x Idosos p= 1,00  DA x Idosos p= 1,00 
Idosos  20 0,03 0,01 DA x Jovens p<0,001 0,05 DA x Jovens p=0,002 
DA 29 0,03 0,01 Idoso x Jovens p<0,001  Idoso x Jovens p=0,003 
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p# teste GLM 
ajustado para a presença do alelo ε4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presença 
de ε4; DA: Doença de Alzheimer. 
 




Figura 17: Epigrama ilustrativo resultante da análise de espectrometria de massa para o gene CNP 
de 43 amostras aleatoriamente dispostas dos indivíduos jovens, idosos e de pacientes com Doença 
de Alzheimer. CP: controle positivo de metilação – 100% metilado. CN: controle negativo da reação. 
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4.1.2.2 Expressão e metilação em tecido cerebral 
Para a análise de expressão e metilação do gene CNP, foram 
avaliadas 8, 9 e 9 amostras de córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo, 
respectivamente, do grupo de idosos saudáveis. No grupo de pacientes com DA, 
foram avaliadas 10, 11 e 11 amostras de córtices entorrinal e auditivo e de 
hipocampo, respectivamente. 
Foi observada diferença estatisticamente significante na expressão de 
CNP no córtex auditivo e no córtex entorrinal entre os pacientes com DA e idosos. 
Por outro lado, não foi observada diferença significante entre o hipocampo dos dois 
grupos (Tabela 12; Figura 18).  
Foi utilizado o grupo de idosos saudáveis como referência para o 
cálculo da QR. Todas as regiões cerebrais apresentaram níveis de expressão 
diminuídos no grupo de pacientes com DA em relação ao grupo de idosos 
saudáveis (Tabela 12).  
Não houve diferença na metilação de CNP nas três regiões cerebrais 
entre os grupos (Tabela 13, Anexo 8). Foi observada hipometilação em todas as 
amostras, com porcentagens de metilação abaixo de 1% (Tabela 13; Figura 17).  
Não houve diferença na expressão de CNP entre as três regiões 
cerebrais analisadas tanto no grupo de idosos (F=0,12; p=0,89) quanto em 
pacientes com DA (F=1,97, p=0,16). Também não foi observada diferença na 
metilação de CpGs individuais (Anexo 9) e na média de metilação entre as três 
regiões no grupo de idosos saudáveis (F=0,12, p=0,89) e no grupo de pacientes 
com DA (F=1,00, p=0,38) (Tabela 13). 
Tabela 12: Expressão do gene CNP nas três regiões cerebrais de pacientes com Doença de 
Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Região Cerebral 














p* p# QR 
Córtex Entorrinal 8 6,02 3,10 10 3,15 1,25 0,04 0,01 0,52 
Córtex Auditivo 9 6,63 3,88 11 3,70 1,66 0,04 0,02 0,56 
Hipocampo 9 6,67 1,90 11 5,42 4,23 0,43 0,64 0,81 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student, p# teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos.  




Figura 18: Expressão de CNP em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudáveis. 
Comparação dos valores de 2-∆CT do gene CNP no córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo 
entre o grupo de pacientes com Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. DA: Doença de 
Alzheimer. * Comparação entre os grupos utilizando teste t de Student.  
 
Tabela 13: Metilação do gene CNP nas três regiões cerebrais de pacientes com Doença de 
Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Região Cerebral 












Córtex Entorrinal 10 0,04 0,01 11 0,04 0,01 0,92 0,59 
Córtex Auditivo 9 0,04 0,01 12 0,03 0,00 0,45 0,82 
Hipocampo 10 0,03 0,01 12 0,03 0,00 0,37 0,15 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student, p# teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer.  
. 
Adicionalmente, a expressão de CNP no tecido cerebral (sem a 
subdivisão de regiões) diferiu entre idosos saudáveis e pacientes com DA (Tabela 
14; Figura 20). A expressão no tecido cerebral foi menor nos pacientes com DA do 
que nos idosos controle (QR=0,64). O teste GLM para correção da influência do 
alelo ε4 de APOE demonstrou diferença estatisticamente significante entre 
pacientes com DA e idosos saudáveis. Entretanto, não foi observada diferença nas 
médias de metilação (p=0,45) (Tabela 15) e em CpGs específicas do promotor de 
CNP entre os dois grupos de análise (Anexo 10). 
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Tabela 14: Expressão do gene CNP em tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e 






p* p# QR 
Idosos Saudáveis 26 6,46 2,96 
0,003 0,001 
1 
Pacientes com DA 32 4,12 2,85 0,45 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
. 
 
Figura 19: Expressão CNP em tecido cerebral em pacientes com Doença de Alzheimer e em idosos 
saudáveis. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene CNP no tecido cerebral de pacientes com 
Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. * Comparação entre os grupos utilizando teste t de 
Student. DA: Doença de Alzheimer. 
Tabela 15: Metilação do gene CNP no tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e de 
idosos saudáveis. 
Grupo N 





Idosos Saudáveis 29 0,04 0,01 
0,45 0,76 
Pacientes com DA 35 0,03 0,01 
* Análises de teste t de Student comparando pacientes com DA e idosos saudáveis. N: Número de 
indivíduos; p: teste t de Student, DA: Doença de Alzheimer. 
 
4.1.2.3 Comparação da expressão e metilação entre sangue 
periférico e tecido cerebral 
Aa expressão do gene CNP diferiu entre amostras de sangue 
periférico e de tecido cerebral tanto para o grupo de idosos saudáveis, quanto para 
o grupo de pacientes com DA (Tabela 16; Figuras 20 A e B). O teste GLM 
demonstrou que as diferenças estatísticas entre sangue e cérebro de pacientes 
com DA e de idosos controle foram mantidas (Tabela 16). 
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Não foi observada correlação significante na expressão de CNP entre 
o tecido cerebral e o sangue tanto em amostras de pacientes com DA (R=-0,18; 
p=0,60) quanto em idosos saudáveis (R=0,38; p=0,38). 
Para o cálculo da QR foi utilizado o sangue periférico como referência 
em relação ao cérebro. O tecido cerebral apresentou menor expressão do gene 
CNP em relação ao sangue periférico em idosos saudáveis (QR=0,19) e em 
pacientes com DA (QR=0,13) (Tabela 16). 
No grupo de pacientes com DA, não foi observada diferença na média 
de metilação do gene CNP entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela 17). 
Adicionalmente, foi observada uma diferença pontual na sequência de CNP (CpG 
7) que apresentou uma maior metilação no tecido cerebral em relação ao sangue 
periférico (Anexo 11).  
No grupo de idosos saudáveis, não houve diferença na média de 
metilação entre sangue e tecido cerebral (Tabela 17). Os padrões de metilação 
foram bastante heterogêneos, sendo que alguns sítios CpGs apresentaram menor 
metilação no tecido cerebral em relação ao sangue ( CpG 1,2,3,5, 6 e 10) e outros 
sítios apresentaram maior metilação no cérebro (CpG 7, 10, 13 e 14) (Anexo 11). 
Tabela 16: Expressão do gene CNP em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com 
Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Tecido 











p* p# QR 
Sangue 23 33,32 22,55 
<0,001 0,04 0,19 
34 33,91 23,07 
<0,001 <0,001 0,13 
Cérebro 26 6,46 2,96 32 4,12 2,85 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; DA: 









Figura 20: Expressão de CNP em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparação dos valores 
de 2-∆CT do gene CNP entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudáveis. B) 
Comparação dos valores de 2-∆CT do gene CNP entre o sangue periférico e o tecido cerebral de 
pacientes com DA. DA: Doença de Alzheimer. * Comparação entre os grupos utilizando teste t de 
Student. 
 
Tabela 17: Metilação do gene CNP em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com 
Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Tecido 












Sangue 20 0,03 0,01 
0,32 0,19 
29,00 0,03 0,01 
0,54 0,11 
Cérebro 29 0,04 0,01 35,00 0,03 0,01 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer.  
4.1.3 HSPA8 
4.1.3.1 Análise de expressão e metilação em sangue periférico 
Para a análise de expressão de HSPA8, foram avaliadas 22, 22 e 32 
amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de idosos saudáveis e de 
pacientes com DA, respectivamente. Para a avaliação da metilação, foram 
analisados 15, 13 e 24 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de 
idosos saudáveis e de pacientes com DA, respectivamente. 
A expressão de HSPA8 no sangue periférico diferiu significantemente 
entre os três grupos analisados (F=4,59; p=0,01). A análise o post hoc demonstrou 
uma diferença significante entre o grupo de pacientes com DA e jovens. Não foi 
observada diferença significante entre pacientes com DA e idosos saudáveis, 
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assim como entre o grupo de idosos saudáveis e jovens (Tabela 18; Figura 21). O 
teste GLM para correção da influência do alelo ε4 de APOE demonstrou diferença 
estatisticamente significante entre os grupos, assim como a diferença entre os 
pacientes com DA e jovens, e entre pacientes com DA e idosos (Tabela 18).  
O grupo de jovens saudáveis apresentou menor expressão do gene 
(QR=0,80) e o grupo de pacientes com DA apresentou uma maior expressão do 
gene (QR=1,51) em relação aos idosos saudáveis (Tabela 18). 
Adicionalmente, foi observada uma diferença significante na média de 
metilação entre os três grupos analisados (F=4,58, p=0,01). A análise post hoc 
demonstrou uma diferença significante na média da metilação entre o grupo de 
pacientes com DA e idosos, e uma tendência de diferença entre idosos e jovens 
(Tabela 19).  
O padrão de metilação de alguns sítios CpGs foi heterogêneo entre os 
grupos. O grupo de pacientes com DA apresentou tanto sítios CpGs mais metiladas 
(CpG 2, 3, 4, 13,14 e 22) quanto CpGs menos metiladas (CpGs 7,8,9,10,11,15 e 
18) comparado a jovens e a idosos (Anexo 12). Os níveis de metilação de HSPA8 
foram extremamente baixos em todos os grupos, não superando 1% de metilação 
(Figura 22). Após a correção para a presença do alelo ε4 de APOE foi mantida a 
diferença significante entre a metilação dos CpGs entre os grupos (p=0,08) (Tabela 
19). 
Tabela 18: Expressão do gene HSPA8 em sangue periférico de pacientes com Doença de 






p* Post hoc* p# Post hoc# QR 
Jovens 22 0,64 0,52 
0,01 
DA x Idosos p= 0,13 
0,004 
DA x Idosos p=0,01 0,80 
Idosos 22 0,80 0,53 Da x Jovens p= 0,02 DA x Jovens p<0,001 1,00 
DA 32 1,21 0,91 Idosos x Jovens p= 1,00 Idosos x Jovens p=0,85 1,51 
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p# teste GLM 
ajustado para a presença do alelo ε4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presença 
de ε4; DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 




Figura 21: Expressão de HSPA8 em sangue periférico. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene 
HSPA8 entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doença de Alzheimer em sangue 
periférico. *Comparação entre os grupos utilizando teste ANOVA. DA: Doença de Alzheimer. 
 
Tabela 19: Metilação do gene HSPA8 em sangue periférico do grupo de pacientes com Doença de 






p* Post hoc* p# Post hoc# 
Jovens 15 0,04 0,01 
0,01 
DA x Idosos p= 0,02  DA x Idosos p<0,001 
Idosos  13 0,06 0,04 Da x Jovens p= 1,00 0,01 DA x Jovens p=1,00 
DA 24 0,04 0,02 Idosos x Jovens p= 0,07  Idoso x Jovens p=0,003 
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p# teste GLM 
ajustado para a presença do alelo ε4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presença 
de ε4; DA: Doença de Alzheimer. 
 
 





Figura 22: Epigrama ilustrativo resultante da análise de espectrometria de massa para o gene 
HSPA8 de 40 amostras aleatoriamente dispostas dos indivíduos jovens, idosos e de pacientes com 
Doença de Alzheimer. CP: controle positivo de metilação – 100% metilado. CN: controle negativo da 
reação. 





4.1.3.2 Análise de expressão e metilação em tecido cerebral 
Em idosos saudáveis, foram avaliadas 6, 8 e 9 amostras de córtex 
entorrinal, córtex auditivo e hipocampo, respectivamente. No grupo de pacientes 
com DA, foram avaliadas 10, 10 e 11 amostras de córtices entorrinal e auditivo e de 
hipocampo, respectivamente. 
Foi observada diferença de expressão de HSPA8 no córtex auditivo, 
no córtex entorrinal e no hipocampo entre pacientes com DA e idosos (Tabela 20; 
Figura 23). Foi utilizado o grupo de idosos saudáveis como referência para o 
cálculo da QR. Todas as regiões cerebrais apresentaram níveis diminuídos, 
estatisticamente significantes, de expressão no grupo de pacientes com DA em 
relação ao grupo de idosos saudáveis (Tabela 20). 
Apesar da expressão de HSPA8 diferir nas três regiões estudadas, 
não houve diferença na metilação de sítios CpGs específicos (Anexo 13) nem na 
média de metilação nas três regiões entre idosos e pacientes com DA (Tabela 21). 
Foi observada hipometilação em todas as amostras, com porcentagens de 
metilação abaixo de 1% (Tabela 21, Figura 22).  
Não houve diferença de expressão de HSPA8 entre as três regiões 
cerebrais analisadas tanto no grupo de idosos (F=0,23; p=0,80) quanto no grupo de 
pacientes com DA (F=0,97, p=0,39) (Tabela 20). Adicionalmente, não foi observada 
diferença na média de metilação entre as três regiões no grupo de idosos 
saudáveis (F=1,53, p=0,23) e no grupo de pacientes com DA (F=1,69, p=0,20) 
(Tabela 21, Anexo 14). 
Embora a média de metilação não tenha variado entre as três regiões 
estudadas, alguns sítios CpGs diferiram estatisticamente no grupo de pacientes 
com DA. Os sítios CpG 1 e 6 apresentaram menor metilação no córtex entorrinal 
quando comparados ao córtex auditivo e ao hipocampo. Por outro lado, os sítios 
CpG 15 e 18 apresentaram maior metilação no córtex entorrinal quando comparado 
ao córtex auditivo e ao hipocampo (Anexo 14).  
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Tabela 20: Expressão do gene HSPA8 nas três regiões cerebrais de pacientes com Doença de 
Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Região Cerebral 














p* p# QR 
Córtex Entorrinal 6 9,39 3,66 10 3,03 1,89 0,004 0,004 0,32 
Córtex Auditivo 8 10,01 4,73 10 3,17 1,85 <0,001 0,002 0,32 
Hipocampo 9 8,84 1,93 11 4,13 2,15 <0,001 0,001 0,24 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 
 
Figura 23: Expressão de HSPA8 em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudáveis. 
Comparação dos valores de 2-∆CT do gene HSPA8 no córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo 
entre o grupo de pacientes com Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. DA: Doença de 
Alzheimer. 
 
Tabela 21: Metilação do gene HSPA8 nas três regiões cerebrais de pacientes com Doença de 
Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Região Cerebral 












Córtex Entorrinal 10 0,03 0,00 12 0,04 0,03 0,26 0,60 
Córtex Auditivo 10 0,03 0,01 12 0,03 0,01 0,80 0,27 
Hipocampo 10 0,03 0,00 12 0,03 0,01 0,08 0,04 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer. 
 
A expressão de HSPA8 no tecido cerebral (sem a subdivisão de 
regiões) diferiu significantemente entre idosos saudáveis e pacientes com DA 
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(Tabela 22; Figura 24). O valor de QR foi de 0,37, utilizando-se o grupo de idosos 
como referência. O teste GLM para correção da influência do alelo ε4 de APOE 
demonstrou diferença estatística entre os grupos de pacientes com DA e idosos 
(p<0,001). Entretanto, não foi observada diferença nas médias de metilação 
(Tabela 18) e em CpGs específicas (Anexo 15) que pudessem explicar a 
diminuição da expressão desse gene nos pacientes com DA. 
Tabela 22: Expressão do gene HSPA8 em tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e 






p* p# QR 
Idosos Saudáveis 23 9,39 3,43 
<0,001 <0,001 
1,00 
Pacientes com DA 31 3,47 1,97 0,37 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 
 
Figura 24: Expressão de HSPA8 em tecido cerebral em pacientes com Doença de Alzheimer e em 
idosos saudáveis. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene HSPA8 no tecido cerebral de 
pacientes com Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. DA: Doença de Alzheimer. * 
Comparação entre os grupos utilizando-se teste t de Student. 
Tabela 23: Metilação do gene HSPA8 no tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e 
de idosos saudáveis. 
Grupo N 





Idosos Saudáveis 30 0,03 0,01 
0,14 0,11 
Pacientes com DA 36 0,04 0,02 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student comparando pacientes com DA e idosos saudáveis; 
DA: Doença de Alzheimer. 
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4.1.3.3 Comparação da expressão e metilação entre sangue 
periférico e tecido cerebral 
A expressão do gene HSPA8 diferiu significantemente entre amostras 
de sangue periférico e de tecido cerebral tanto para o grupo de idosos saudáveis 
quanto para o grupo de pacientes com DA (Tabela 24; Figuras 25 A e B). O teste 
GLM com ajuste para o alelo ε4 de APOE manteve a diferença estatística entre 
sangue periférico e tecido cerebral no grupo de idosos, porém, no grupo de 
pacientes com DA a diferença entre os dois tecidos deixou de existir (Tabela 24). 
Não foi observada correlação significante na expressão de HSPA8 
entre o tecido cerebral e o sangue tanto em amostras de pacientes com DA (R= 
0,31; p=0,32) quanto em idosos saudáveis (R=-0,18; p=0,67). 
Para o cálculo da QR, foi utilizado o sangue periférico como referência 
em relação ao cérebro. O tecido cerebral apresentou maior expressão do gene 
HSPA8 em relação ao sangue periférico para em pacientes com DA (QR=2,87) e 
em idosos saudáveis (QR=11,72) (Tabela 24).  
No grupo de pacientes com DA, não foi observada diferença na média 
de metilação do gene HSPA8 entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela 
25). Adicionalmente, foi observada uma diferença pontual na sequência de HSPA8 
(CpG 19 e 20), com menor metilação desses sítios CpGs no tecido cerebral em 
relação ao sangue periférico (Anexo 16). No grupo de idosos saudáveis, os 
padrões de metilação foram bastante heterogêneos. Houve diferença na média de 
metilação entre sangue e tecido cerebral (Tabela 25). Os sítios CpG 1,2,3,4,13 e 14 
apresentaram maior metilação no tecido cerebral em relação ao sangue. Já os 
sítios CpG 7, 8, 9, 10, 11 apresentaram menor metilação no tecido cerebral (Anexo 
16). 
Tabela 24: Expressão do gene HSPA8 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com 
Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Tecido 











p* p# QR 
Sangue 22 0,80 0,53 
<0,001 <0,001 11,72 
32 1,21 0,91 
<0,001 <0,001 2,87 
Cérebro 23 9,39 3,43 31 3,47 1,97 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; DA: 
Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação ao sangue.  





Figura 25. Expressão de HSPA8 em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparação dos 
valores de 2-∆CT do gene HSPA8 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudáveis. 
B) Comparação dos valores de 2-∆CT do gene HSPA8 entre o sangue periférico e o tecido cerebral 
de pacientes com DA. DA: Doença de Alzheimer. * Comparação entre os grupos utilizando teste t de 
Student. 
 
Tabela 25: Metilação do gene HSPA8 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com 
Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Tecido 
Idosos Saudáveis  Pacientes com DA  
N 










Sangue 13 0,06 0,04 
0,01 <0,001 
24 0,04 0,02 
0,55 0,56 
Cérebro 30 0,03 0,01 36 0,04 0,02 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student comparando pacientes com DA e idosos saudáveis, 
DA: Doença de Alzheimer. 
4.1.4 HSPA9 
4.1.4.1 Análise de expressão e metilação em sangue periférico 
Para a análise de expressão do gene HSPA9 foram avaliadas 22, 23 
e 32 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de idosos saudáveis e 
de pacientes com DA, respectivamente. Na avaliação da metilação, foram 
analisados 18, 18 e 29 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de 
idosos saudáveis e de pacientes com DA, respectivamente. 
A expressão de HSPA9 no sangue periférico diferiu entre os três 
grupos analisados (F=5,05; p=0,01). A análise post hoc demonstrou diferença 
significante entre o grupo de pacientes com DA e jovens. Não foi observada 
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diferença significante entre pacientes com DA e idosos saudáveis, e entre o grupo 
de idosos saudáveis e jovens (Tabela 26; Figura 26). O teste GLM para correção 
da influência do alelo ε4 de APOE demonstrou uma diferença estatística entre os 
grupos, mantendo as diferenças significantes entre o grupo de pacientes com DA e 
jovens e entre pacientes com DA e idosos saudáveis (Tabela 26). 
Para o cálculo da QR, foi utilizado o grupo de idosos como referência. 
O grupo de jovens saudáveis e o grupo de pacientes com DA apresentaram uma 
QR de 0,79 e 1,46, respectivamente. O grupo de jovens saudáveis apresentou 
menor expressão do gene HSPA9 em relação ao grupo de idosos, enquanto que o 
grupo de pacientes com DA apresentou maior expressão gênica quando 
comparado aos idosos (Tabela 26). 
Adicionalmente, não foi observada diferença na média de metilação 
entre os três grupos analisados (F=0,29, p=0,75) (Tabela 27). No entanto, foi 
observada uma diferença pontual na sequência de HSPA9 em sítios CpG 
seqüenciais (CpG 1,2,3,5,6,7,8,9,10), como uma menor metilação no grupo de 
pacientes com DA em relação aos dois grupos controles (Anexo 17). Como para os 
demais genes, HSPA9 apresentou níveis de metilação baixos em todos os grupos, 
não superando 1% de metilação (Figura 27). 
Tabela 26: Expressão do gene HSPA9 em sangue periférico de pacientes com Doença de 






p* Post hoc* p# Post hoc# QR 
Jovens 22 5,57 5,31 
0,01 
DA x Idosos p= 0,12 
0,01 
DA x Idosos p=0,11 0,79 
Idosos 22 7,06 3,37 Da x Jovens p= 0,01 DA x Jovens p=0,01 1 
DA 32 10,28 6,90 Jovens x Idosos p= 1,00 Idosos x Jovens p=1,00 1,46 
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p# teste GLM 
ajustado para a presença do alelo ε4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presença 
de ε4; DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 




Figura 26: Expressão de HSPA9 em sangue periférico. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene 
HSPA9 entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doença de Alzheimer em sangue 
periférico. *Comparação entre os grupos utilizando teste ANOVA. DA: Doença de Alzheimer. 
Tabela 27: Metilação do gene HSPA9 em sangue periférico de pacientes com Doença de 
Alzheimer, de idosos saudáveis e de jovens. 
Sangue N Média de metilação Desvio padrão p* p# 
Jovens 18 0,05 0,01 
0,75 
 
Idosos  18 0,05 0,01 0,46 
DA 29 0,05 0,01  
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; p# teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; DA: 
Doença de Alzheimer. 
 
 




Figura 27: Epigrama ilustrativo resultante da análise de espectrometria de massa para o gene 
HSPA9 de 42 amostras aleatoriamente dispostas dos indivíduos jovens, idosos e de pacientes com 
Doença de Alzheimer. CP: controle positivo de metilação – 100% metilado. CN: controle negativo da 
reação. 
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4.1.4.2 Análise de expressão e metilação em tecido cerebral 
Na análise de metilação e expressão do gene HSPA9, foram 
analisadas 6, 9 e 9 amostras de córtex entorrinal, de córtex auditivo e de 
hipocampo, respectivamente, do grupo de idosos saudáveis. No grupo de 
pacientes com DA, foram avaliadas 10, 11 e 11 amostras de córtices entorrinal e 
auditivo e de hipocampo, respectivamente. 
Foi observada diferença de expressão de HSPA9 no córtex auditivo, 
no córtex entorrinal e no hipocampo entre pacientes com DA e idosos controles 
(Tabela 28; Figura 28). Todas as regiões cerebrais apresentaram níveis diminuídos 
de expressão, estatisticamente significantes, no grupo de pacientes com DA em 
relação ao grupo de idosos saudáveis (Tabela 28). 
Apesar de HSPA9 expressar-se diferentemente entre os grupos nas 
três regiões cerebrais analisada, não foi observada uma diferença na média de 
metilação nessas regiões entre pacientes com DA e idosos saudáveis (Tabela 29). 
A metilação dos sítios CpGs 14, 19 e 20 diferiram entre idosos e pacientes com DA 
(Anexo 18). Foi observada hipometilação em todas as amostras, com porcentagens 
de metilação abaixo de 1% (Tabela 29, Figura 27).  
Não houve diferença de expressão entre as três regiões cerebrais 
analisadas (córtices entorrinal e auditivo e hipocampo) tanto no grupo de idosos 
(F=1,13; p=0,34) quanto no grupo de pacientes com DA (F=0,64, p=0,53). 
Adicionalmente, não foi observada diferença na média de metilação entre as três 
regiões nos pacientes com DA e nos idosos controles. Houve diferença de 
metilação no sítio CpG 21 entre o córtex auditivo e o hipocampo no grupo de 
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Tabela 28: Expressão do gene HSPA9 nas três regiões cerebrais de pacientes com Doença de 
Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Região Cerebral 














p* p# QR 
Córtex Entorrinal 6 35,48 15,69 10 8,31 9,26 0,001 <0,001 0,23 
Córtex Auditivo 9 48,54 21,43 11 9,53 16,56 <0,001 <0,001 0,20 
Hipocampo 9 47,17 12,02 11 8,08 8,09 <0,001 <0,001 0,17 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 
Figura 28. Expressão de HSPA9 em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudáveis. 
Comparação dos valores de 2-∆CT do gene HSPA9 no córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo 
entre o grupo de pacientes com Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. * Comparação entre 
os grupos utilizando teste t de Student. DA: Doença de Alzheimer. 
 
Tabela 29: Metilação do gene HSPA9 nas três regiões cerebrais de pacientes com Doença de 
Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Região Cerebral 












Córtex Entorrinal 10 0,04 0,00 12 0,04 0,01 0,26 0,49 
Córtex Auditivo 10 0,04 0,01 11 0,04 0,01 0,81 0,15 
Hipocampo 10 0,04 0,01 12 0,04 0,01 0,11 0,05 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer. 
 
Adicionalmente, a expressão de HSPA9 no tecido cerebral (sem a 
subdivisão de regiões) diferiu significantemente entre idosos saudáveis e pacientes 
com DA (Tabela 30; Figura 29). O valor de QR foi de 0,19, utilizando o grupo de 
idosos como referência. O teste GLM para ajuste pela presença do alelo ε4 de 
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APOE demonstrou diferença estatística entre os grupos de pacientes com DA e 
idosos. No entanto, não foi observada diferença nas médias de metilação (Tabela 
31) e em CpGs específicas que pudessem explicar a diminuição da expressão 
desse gene nos pacientes com DA (Anexo 20). 
Tabela 30: Expressão do gene HSPA9 em tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e 






p* p# QR 
Idosos Saudáveis 24 44,76 17,14 
<0,001 <0,001 
1,00 
Pacientes com DA 32 8,65 11,61 0,19 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação aos idosos. 
 
 
Figura 29. Expressão de HSPA9 em tecido cerebral em pacientes com Doença de Alzheimer e em 
idosos saudáveis. Comparação dos valores de 2-∆CT do gene HSPA9 no tecido cerebral de 
pacientes com Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. * Comparação entre os grupos 
utilizando teste t de Student. DA: Doença de Alzheimer. 
Tabela 31: Metilação do gene HSPA9 no tecido cerebral de pacientes com Doença de Alzheimer e 
de idosos saudáveis. 
Grupo N 





Idosos Saudáveis 30 0,04 0,01 
0,09 0,02 
Pacientes com DA 35 0,04 0,01 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer 
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4.1.4.3 Comparação da expressão e metilação entre sangue 
periférico e tecido cerebral 
A expressão do gene HSPA9 diferiu significantemente entre sangue 
periférico e tecido cerebral no grupo de idosos saudáveis, porém não houve 
diferença significante entre esses dois tecidos no grupo de pacientes com DA 
(Tabela 32; Figuras 30 A e B). O teste GLM utilizando o alelo ε4 de APOE como 
variável de interação também demonstrou uma diferença estatística entre sangue 
periférico e tecido cerebral no grupo de idosos, e não foi observada diferença entre 
os dois tecidos no grupo de pacientes com DA (Tabela 32). 
Não foi observada correlação significante na expressão de HSPA9 
entre o tecido cerebral e o sangue tanto em amostras de pacientes com DA 
(R=0,14; p=0,66) quanto em idosos saudáveis (R=0,10; p=0,81). 
Para o cálculo da QR, foi utilizado o sangue periférico como referência 
em relação ao cérebro. O tecido cerebral apresentou maior expressão do gene 
HSPA9 em relação ao sangue periférico no grupo de idosos saudáveis (QR=6,34), 
porém, no grupo de pacientes com DA, foi observada uma expressão reduzida 
(QR=0,84) (Tabela 32).  
No grupo de pacientes com DA, não foi observada diferença na média 
de metilação do gene HSPA9 entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela 
33). Adicionalmente, foi observada uma diferença pontual na sequência do gene 
(CpGs 6, 7, 8, 9, 10, 23 e 24), com uma maior metilação no tecido cerebral em 
relação ao sangue periférico (Anexo 21).  
No grupo de idosos, foi observada diferença na média de metilação 
do gene HSPA9 entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela 33). O padrão 
de metilação dos tecidos foi bastante heterogêneo, apresentando diferença em 
alguns sítios CpGs. Os sítios CpG 1 e 11 apresentaram menor metilação no tecido 
cerebral em relação ao sangue. Já os sítios CpG 19, 20, 21 e 22 apresentaram 
maior metilação no cérebro (Anexo 21). 
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Tabela 32: Expressão do gene HSPA9 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com 
Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Tecido 











p* p# QR 
Sangue 23 7,06 3,37 <0,001 0,001 6,34 
32 10,28 6,90 
0,50 0,02 0,84 
Cérebro 24 44,76 17,14 32 8,65 11,61 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer; QR: Quantificação relativa em relação ao sangue.  
 
Figura 30: Expressão de HSPA9 em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparação dos valores 
de 2-∆CT do gene HSPA9 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudáveis. B) 
Comparação dos valores de 2-∆CT do gene HSPA9 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de 
pacientes com DA. DA: Doença de Alzheimer. * Comparação entre os grupos utilizando teste t de 
Student. 
 
Tabela 33: Metilação do gene HSPA9 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com 
Doença de Alzheimer e de idosos saudáveis. 
Tecido 












Sangue 18 0,05 0,01 
<0,001 0,01 
29 0,05 0,01 
0,06 0,11 
Cérebro 30 0,04 0,01 35 0,04 0,01 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 
DA: Doença de Alzheimer. 
 
 
4.2 Análise da metilação de sequências LINE1 
Para a análise de metilação global, foram avaliadas 8, 8 e 9 amostras 
de córtex entorrinal, de córtex auditivo e de hipocampo, respectivamente, do grupo 
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de idosos saudáveis. No grupo de pacientes com DA, foram avaliadas 10, 10 e 12 
amostras dos córtices entorrinal e auditivo e do hipocampo, respectivamente. 
No presente estudo, a metilação global no córtex auditivo não diferiu 
entre pacientes com DA e idosos saudáveis (p=0,12). Entretanto, foi observada 
uma diferença nas médias de metilação do córtex entorrinal (p<0,001) e do 
hipocampo (p=0,03) quando os dois grupos foram comparados (Tabela 34; Figura 
31).  
Na análise de alelos de APOE, foi observada associação do alelo ε4 
com os grupos, por isso foi realizado o teste GLM utilizando o alelo ε4 de como 
variável de interação para ajustar os resultados significantes observados. Após a 
correção, foi observada diferença significante no córtex auditivo, no córtex 
entorrinal e no hipocampo entre pacientes com DA e idosos saudáveis (Tabela 34). 
A metilação de LINE1 diferiu significantemente entre as três regiões 
cerebrais no grupo de idosos saudáveis (F=20,46, p<0,001) e em pacientes com 
DA (F=12,02, p<0,001).  
No grupo de idosos, o teste post hoc demonstrou uma diferença 
significante entre o córtex entorrinal e o córtex auditivo (p<0,001) e entre o córtex 
entorrinal e o hipocampo (p=0,001). Foi observado que a metilação de LINE1 era 
menor no córtex entorrinal do que nas demais regiões cerebrais (Tabela 34). Após 
a correção pelo presença do alelo ε4, foi observada uma diferença significante 
entre o córtex entorrinal e o córtex auditivo (p<0,001), entre o córtex entorrinal e o 
hipocampo (p=0,001) e entre o córtex auditivo e o hipocampo (p=0,02). 
No grupo de pacientes com DA, foi observa uma diferença significante 
entre o hipocampo e o córtex auditivo (p<0,001) e entre o hipocampo e o córtex 
entorrinal (p=0,01), com o hipocampo apresentando menos metilação global que as 
demais regiões (Tabela 34, Figura 32). Após a correção utilizando o alelo ε4 de 
APOE como variável de interação, foram mantidas as diferenças significantes nas 
médias de metilação entre o hipocampo e o córtex auditivo (p<0,001) e entre o 
hipocampo e o córtex entorrinal (p<0,001).  
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Tabela 34: Médias de metilação de LINE1 nas três regiões cerebrais de pacientes com DA e idosos 
saudáveis. 
Região Cerebral 














Córtex Entorrinal 8 77,48 2,52 10 83,13 2,77 <0,001 <0,001 
Córtex Auditivo 8 85,36 1,96 10 84,34 0,81 0,12 0,03 
Hipocampo 9 82,92 2,94 12 79,61 2,94 0,03 0,01 
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; p#: teste GLM ajustado para a presença do alelo ε4; 

















































Figura 31: Porcentagens médias de metilação de LINE1 entre pacientes com Doença de Alzheimer 
e idosos saudáveis. Valores de p referentes ao teste t de Student para comparação entre os dois 
grupos de estudo.  
 
Figura 32: Porcentagens médias de metilação de LINE1 em córtex auditivo, córtex entorrinal e 
hipocampo de (A) pacientes com Doença de Alzheimer e (B) do grupo de idosos saudáveis. Valores 
de p referentes ao test. t ANOVA para comparação entre as regiões cerebrais apresentadas.  
 





O gene DPYSL2 codifica uma proteína envolvida na diferenciação 
neuronal e na formação de axônios, sendo que, alterações na expressão 
protéica são apontadas como indutoras de anormalidades de 
neurodesenvolvimento (92). 
Em nosso estudo, observamos uma maior expressão de DPYSL2 
em sangue periférico de jovens em relação aos grupos de pacientes com DA e 
idosos saudáveis (Tabela 4). Em sangue periférico, a expressão de DPYSL2 
pode estar associada ao processo de envelhecimento e aparentemente não 
apresenta influência na DA, uma vez que, não houve diferença entre o grupo de 
idosos e pacientes. Nossos achados corroboram o estudo de Zhao e 
colaboradores (2006), que investigaram a expressão de RNAm de DPYSL2 em 
linfócitos de pacientes com esquizofrenia e observou correlação negativa da 
expressão com idade (92).  
Estudo de Rouzaut e colaboradores (2000), descreveu a expressão 
de DPYSL2 em cultura de células mononucleares do sangue periférico, com 
aumento e diminuição de RNAm durante a diferenciação celular do sistema 
imune. A expressão do gene variou em intervalos, de acordo com a inserção de 
peptídeos indutores de diferenciação, sugerindo uma participação de DPYSL2 
como modulador de sinais extracelulares para a diferenciação celular (127). 
É possível que a maior expressão de DPYSL2 nos indivíduos 
jovens observada em nosso estudo esteja relacionada a uma maior 
diferenciação celular e maior potencial de proliferação do sistema imunológico 
destes indivíduos (128). 
Devido à ausência de sucesso na análise de espectrometria de 
massa, não foi possível avaliar se a diferença na expressão do gene DPYSL2, 
observada entre os grupos estava associada a um controle epigenético. 
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No tecido cerebral, estudos que investigaram a expressão protéica 
de DPYSL2 apresentaram resultados conflitantes. Estudo de Johnston e 
colaboradores (2000) relataram a diminuição protéica no córtex frontal de 
pacientes com esquizofrenia, doença bipolar e depressão maior. Por outro lado, 
estudo de Edgar e colaboradores (2000), descreveram o aumento desta proteína 
no hipocampo destes pacientes. É possível que as diferenças entre a expressão 
nos estudos possa ser decorrente de uma heterogeineidade entre as diferentes 
regiões cerebrais estudadas (95, 96). 
Na avaliação do tecido cerebral, foi observada diferença estatística 
entre o cérebro de idosos e pacientes com DA quando avaliamos o tecido sem 
subdividi-lo por regiões. Quando analisamos as regiões separadamente, embora 
sem significância estatística, foi observada uma menor expressão de DPYSL2 
nas três regiões estudadas (córtex entorrinal, hipocampo e córtex auditivo) em 
relação aos controles idosos (Tabela 5). Estes achados corroboram os estudos 
de proteômica que relataram a diminuição dos níveis de DPYSL2 no hipocampo 
de e em lobo temporal de pacientes com DA em relação a controles (97, 98).  
Embora tenha sido observada diferença nos níveis de proteína, o 
estudo de Lubec e colaboradores (1999) não relatou alterações significantes 
entre a expressão de RNAm de DPYSL2 nas diferentes regiões cerebrais 
estudadas, assim como em nosso estudo (97). 
Não foi observada diferença na quantificação da metilação de 
DPYSL2 no tecido cerebral agrupado, nem nas três regiões cerebrais analisadas 
separadamente. As porcentagens de metilação nos dinucleotideos CpGs foram 
baixas, e apresentaram níveis que não parecem suficientes para inibir a ação do 
gene e controlar os níveis de proteína. 
Alguns eventos pós traducionais são apontados como reguladores 
da atividade protéica de DPYSL2 na DA. Cole e colaboradores (2007) 
observaram a hiperfosforilação de DPYSL2 em córtex e hipocampo de humanos 
e de modelo animal para DA (129). Além disso, estudos de Sultana e 
colaboradores (2006) relataram o aumento da oxidação desta proteína na 
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doença como um dos fatores responsáveis pela diminuição protéica observada 
(98). 
Na análise entre tecidos, foi observada maior expressão do gene 
DPYSL2 no sangue periférico do que no tecido cerebral, tanto no grupo de 
pacientes com DA como em idosos saudáveis. Esse padrão de expressão não 
corrobora a maioria dos estudos observados na literatura, agrupados em base 
de dados de expressão como TIGER Database Gene View (130), que 
descreveram uma maior expressão de DPYSL2 no cérebro em relação ao 
sangue. 
A observação da diferença de expressão entre o sangue periférico 
e o tecido cerebral era prevista devido a suas peculiaridades e funções distintas. 
Por isso, foi avaliada a presença de correlação entre os dois tecidos para 
verificar se estes se comportavam da mesma forma, e se seria possível utilizar 
um tecido periférico como preditor da expressão deste gene no cérebro. Tal 
correlação não foi observada e, portanto não podemos inferir o comportamento 
de DPYSL2 no cérebro baseando-se na expressão do sangue. 
5.2 CNP  
É proposto que a oligodendroglia, a principal célula formadora de 
mielina no SNC, esteja afetada na DA. O gene CNP codifica a proteína 
responsável por aproximadamente 4% do conteúdo de proteínas mielínicas, 
sendo que, por muito tempo foi considerada indicativa da formação de mielina 
(100). 
Poucos estudos investigaram a expressão de CNP em sangue 
periférico, dada a provável especificidade da função da proteína. Gutiérrez-
Fernández e colaboradores (2010) não observaram diferença de expressão de 
CNP em sangue periférico de indivíduos em primeiro episódio psicótico e 
distúrbios bipolares, em relação a indivíduos controles (131). Em nosso estudo, 
observamos uma maior expressão de CNP em sangue periférico de jovens em 
relação aos grupos de pacientes com DA e idosos saudáveis (Tabela 10). 
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Em nosso estudo, foi observada diferença estatística entre a 
expressão de CNP no cérebro de idosos e pacientes com DA, quando avaliamos 
o tecido sem subdividi-lo por regiões. Considerando as regiões separadamente, 
foi observada diferença na expressão de CNP entre o córtex auditivo e o córtex 
entorrinal, ambas localizadas no lobo temporal, de pacientes com DA e idosos 
saudáveis (Tabela 12). 
Nossos achados corroboram o estudo de Vlkolinsky e 
colaboradores (2001) que demonstraram um decréscimo significante na 
quantidade protéica de CNP na região do córtex frontal de pacientes com DA e 
uma tendência ao decréscimo também nas regiões de córtex parietal e temporal 
(101). Por outro lado, nossos resultados divergem da observação de Reinikainen 
e colaboradores (1989) que descreveram o aumento na quantidade de proteína 
CNP em córtex temporal de pacientes com DA (102). 
Roher e colaboradores (2002) descreveram a diminuição de 17% 
da quantidade protéica de CNP na substância branca de pacientes com DA em 
relação à mesma região de indivíduos controles. Além disso, o estudo 
demonstra que a diminuição de CNP acompanha o grau da evolução da doença, 
com maior diminuição protéica ocorrendo em estágio Braak mais avançado 
(Braak VI) em relação ao Braak I e II (100). 
É possível que, a diminuição de CNP encontrada no lobo temporal 
dos pacientes com DA do nosso estudo possa atuar na perda da função 
sináptica, declínio cognitivo e morte neuronal em decorrência da ausência de 
mielinização na região. 
Na análise entre tecidos, foi observada maior expressão do gene 
CNP no sangue periférico do que no tecido cerebral, tanto no grupo de pacientes 
com DA como em idosos saudáveis (Tabela 16). Poucos estudos avaliaram a 
expressão de CNP em sangue periférico, e em algumas bases de dados não são 
encontradas referências da expressão deste gene neste tecido. A maior 
quantidade de RNAm de CNP em sangue pode se dever a participação deste 
gene em outras vias ainda não conhecidas ou a alterações em sua estrutura, 
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como polimorfismos, que possam aumentar ou diminuir a expressão gênica 
(132).  
Peirce e colaboradores (2006) relataram a diminuição de 
expressão do gene CNP associada ao alelo A do rs2070106 (133). Além disso, 
Che e colaboradores (2009) descreveram diminuição, embora sem diferença 
estatística, da expressão de CNP em resposta ao tratamento farmacológico 
utilizando os antipsicóticos clorpromazina, risperidonal e clozapina (132). 
A observação da diferença de expressão entre o sangue periférico 
e o tecido cerebral era prevista devido a suas peculiaridades morfofuncionais. 
Por isso, foi avaliada a presença de correlação entre os dois tecidos para 
verificar se estes se comportavam da mesma forma, e se seria possível utilizar 
um tecido periférico como preditor da expressão deste gene no cérebro. Tal 
correlação não foi observada e, portanto não podemos inferir o comportamento 
de CNP no cérebro baseando-se na expressão do sangue. 
Não foi observada diferença na média de metilação e em sítios 
CpGs específicos que possam explicar as variações encontradas no cérebro. 
Nas análises de sangue periférico, comparando os diferentes grupos, e 
comparando-se os diferentes tecidos, foi observada diferença significante da 
metilação do sítio CpG7 do promotor de CNP (Anexo 7). Nesta região, encontra-
se o sítio de ligação para o fator de transcrição ETS1, que atua em diversos 
eventos como diferenciação de células tronco e senescência celular, porém. As 
porcentagens de metilação foram muito baixas em todos os sítios CpGs, e 
provavelmente insuficientes para inibir a ligação de fatores de transcrição que 
possam impedir a expressão do gene. 
5.3 HSPA8 e HSPA9 
Proteínas heat shock (HSP) estão envolvidas nas mudanças 
conformacionais de outras proteínas por meio do dobramento e agrupamento em 
estruturas oligoméricas. A proteína HSPA8 atua na manutenção dos 
proteossomos e no reconhecimento conformacional de proteínas com 
dobramento errôneo, auxiliando a remoção de proteínas danificadas nos tecidos 
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(104). Já a HSPA9, que é induzida por privação de glicose e danos oxidativos, 
auxilia na sobrevivência celular sob condições de estresse (110).  
Em nosso estudo, avaliamos a expressão de HSPA8 e HSPA9 e as 
duas chaperonas apresentaram o mesmo perfil de expressão nas análises entre 
grupos biológicos e tecidos utilizados.  
No sangue periférico, foi observado aumento significante entre a 
expressão de HSPA8 e HSPA9 no grupo de indivíduos com DA em relação aos 
idosos e jovens saudáveis (Tabelas 18 e 26). É possível que o aumento da 
expressão de HSPA8 e HSPA9 em pacientes com DA, esteja relacionada a uma 
ativação gênica na tentativa de corrigir um estresse oxidativo comumente 
descrito na doença (134). Torres e colaboradores (2011) relataram o aumento do 
nível de marcador de peroxidação lipídica, o malonaldeído, em sangue periférico 
de pacientes com DA e indivíduos com declínio cognitivo leve, caracterizando 
um aumento do estresse oxidativo nestes indivíduos (135).  
Em nosso estudo, foi observada diferença estatística entre a 
expressão de HSPA8 e HSPA9 no cérebro de idosos e pacientes com DA, 
quando avaliamos o tecido sem subdividi-lo por regiões (Tabelas 22 e 30). 
Considerando as regiões separadamente, foi observada diferença na expressão 
de HSPA8 e HSPA9 entre as três regiões; córtex auditivo, córtex entorrinal e 
hipocampo de pacientes com DA e idosos saudáveis (Tabelas 20 e 28). Ambas 
chaperonas apresentaram níveis menores de expressão nos indivíduos com DA 
em relação aos idosos saudáveis. 
Nossos resultados corroboram a diminuição protéica observada por 
Yoo e colaboradores em (2001), onde HSPA8 e HSPA9 apresentaram menores 
níveis de proteína no lobo temporal e HSPA9 também apresentou diminuição em 
lobo parietal de pacientes com DA em relação aos idosos controles (105). 
Em outras doenças neurodegenerativas a diminuição preotéica de 
HSPA8 e HSPA9 também é descrita. Em modelo in vitro de ataxia 
espinocerebelar foi observada diminuição protéica de chaperonas, incluindo-se a 
HSPA8. Na Doença de Parkinson, foi descrita a diminuição significante entre os 
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níveis de HSPA8 em substância negra e diminuição de HSPA9 em córtex pré-
frontal de pacientes em relação aos controles (107, 136, 137). 
É possível que a diminuição nos níveis de HSPA8 e HSPA9 
observada em nosso estudo esteja relacionada a uma diminuição na eliminação 
de βA, com conseqüente agrupamento desta proteína no tecido cerebral de 
pacientes com DA (91). Além disso, a ausência destas chaperonas pode exercer 
um papel importante na morte neuronal observada na doença, uma vez que, 
estas atuam na sobrevivência celular expostas ao estresse oxidativo (104).  
Na análise entre tecidos, foi observada maior expressão dos genes 
HSPA8 e HSPA9 no tecido cerebral em relação ao sangue periférico, tanto no 
grupo de pacientes com DA como em idosos saudáveis (Tabelas 24 e 32). É 
possível que estas chaperonas, apesar de apresentarem expressão constitutiva, 
tenham um papel tecido-específico. Apesar de estarem mais expressas no 
cérebro, as médias de expressão nos pacientes com DA foram inferiores às dos 
idosos controles, o que demonstra uma alteração destes genes em decorrência 
da doença.  
Após a correção para a presença do alelo ε4 apenas o grupo de 
idosos saudáveis apresentou diferença significante entre o sangue periférico e o 
cérebro (Tabela 24 e 32), possivelmente por uma diferença tecido específica na 
necessidade de ação das chaperonas. Apesar de não existir diferenças na 
expressão dos genes HSPA8 e HSPA9 entre sangue periférico e cérebro nos 
pacientes com DA, estes tecidos não se comportam da mesma maneira, e não 
foi possível estabelecer uma correlação entre eles. É possível que a expressão 
semelhante entre sangue e cérebro de pacientes com DA possa ocorrer devido á 
atuação tecido-específica de cada chaperona. 
Para investigar se a diminuição de expressão de HSPA8 e HSPA9 
no tecido cerebral ocorria devido a uma regulação epigenética, nosso estudo 
avaliou o perfil de metilação dos promotores destes genes em pacientes com DA 
e controles.  
O promotor do gene HSPA8 apresentou diferença nas médias de 
metilação entre pacientes com DA e idosos. Os sítios CpGs diferencialmente 
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metilados apresentavam sítios de ligação dos fatores de transcrição como 
GATA1, GATA2 e SP1, sendo este último inibido por metilação. O promotor de 
HSPA9 não apresentou diferença nas médias de metilação entre os grupos, mas 
alguns CpGs apresentaram diferença nas porcentagens de metilação. 
Novamente, na sequência promotora de HSPA9 também existiam sítios de 
ligação dos fatores de transcrição GATA1, GATA2 e NFR-2. Apesar das 
diferenças estatísticas observadas, as porcentagens de metilação foram muito 
baixas em todos os CpGs de HSPA8 e HSPA9, e provavelmente insuficientes 
para inibir a ligação de fatores de transcrição que possam inibir a expressão do 
gene. 
5.4 LINE1 
Além da avaliação da metilação de genes candidatos, com intuito 
de verificar uma possível regulação epigenética específica, nosso estudo 
também avaliou os níveis de metilação de sequências LINE1. 
As sequências LINE1 são elementos de repetição que compõem 
5% do genoma total da célula. Quantificar a metilação de sequências repetitivas 
como LINE1, Alu e α-SAT é maneira mais informativa de estimar a metilação 
global do genoma e esta abordagem tem sido utilizada amplamente em diversas 
doenças (120).  
Bollati e colaboradores (2011) descreveram a metilação de 
sequências LINE1, Alu e SAT-α em sangue periférico de pacientes com DA e 
controles, e correlacionaram a maior metilação com o pior desempenho dos 
pacientes no MEEM (120). Estes achados indicam uma possível participação da 
metilação de LINE1 na DA. 
Em nosso estudo, foi investigada a metilação de sequências LINE1 
em pacientes com DA e idosos controles, na tentativa de avaliar se o perfil de 
metilação global diferia entre grupos e entre regiões cerebrais de acordo com o 
acometimento pela doença. Ao nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo 
que avaliou o perfil de sequências LINE1 em tecido cerebral de pacientes com 
DA. 
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Foi observada diferença estatística entre a média de metilação de 
LINE1 no cérebro de idosos e pacientes com DA entre o córtex entorrinal e o 
hipocampo (Tabela 34). Curiosamente, as duas regiões que apresentaram 
diferenças entre os grupos, córtex entorrinal e hipocampo, são afetadas no início 
do acometimento pela DA. Porém, o padrão de metilação foi contraditório nas 
duas regiões, observando-se maior metilação no córtex entorrinal e menor 
metilação no hipocampo de pacientes em relação aos controles. O córtex 
auditivo, afetado mais tardiamente na doença, apresentou maior média de 
metilação em ambos os grupos.  
É possível que a metilação de LINE1 esteja relacionada à DA, mas 
não siga a ordem de acometimento clínico de cada região. Outra possibilidade é 
que, dado o avanço da doença nestes indivíduos, a sequência de eventos não 
seja mais detectável nestes pacientes.   
Considerando-se a metilação de forma geral, o grupo de pacientes 
com DA apresentou maior metilação de sequências LINE1 do que o grupo 
controle. Nossos achados corroboram o estudo de Bollati e colaboradores (2011) 
que apresentaram maior metilação global em pacientes com DA em relação aos 
controles. As médias de metilação de LINE1 de idosos e pacientes com DA 
descritas em nosso estudo estão concordando com as médias de metilação 
descritas em sangue periféricos dos mesmos grupos (entre 80-85%).  
Analisando cada região do grupo de idosos e do grupo de 
pacientes, o córtex auditivo apresentou maior porcentagem de metilação nos 
sítios CpGs em relação às demais regiões cerebrais (Tabela 34). No grupo de 
idosos, a segunda região mais metilada foi o hipocampo, seguido do córtex 
entorrinal. Já no grupo de pacientes com DA, a segunda região mais metilada foi 
o córtex entorrinal seguido do hipocampo.  
A dinâmica de metilação de LINE1 em cada grupo, não seguiu um 
padrão relacionado ao comprometimento neuropatológico inicial ou tardio de 
cada região na doença. Os padrões diferentes de metilação, contudo, podem 
estar relacionados à heterogeneidade de funções e perfis de expressão distintos 
de cada região.  
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As porcentagens de metilação de LINE1 observadas em nosso 
estudo corroboram o estudo de Bollati e colaboradores (2011) que relataram 
cerca de 80-85%, de metilação em pacientes com DA (138). 
Na análise de metilação de genes candidatos, os níveis de 
metilação observados em nosso estudo não ultrapassaram 1%. A correlação 
entre a quantidade de metilação e diminuição da expressão gênica parece ser 
distinta para cada gene, de acordo com a sua função ou via metabólica, porém, 
os dados da literatura descrevem níveis de metilação abaixo de 3-10% como 
hipometilados ou não metilados (139). 
Como os níveis de metilação foram extremamente baixos, apesar 
de obtermos algumas diferenças estatísticas significantes, não consideramos 
tais diferenças biologicamente significantes, e acreditamos que tais níveis de 
metilação não sejam capazes de atuar regulando a expressão dos genes 
estudados.  
É importante ressaltar que a metilação do DNA não é o único 
mecanismo epigenético capaz de regular a expressão gênica. Além disso, nosso 
estudo avaliou alguns sítios CpGs dos promotores gênicos, e não o promotor em 
sua totalidade, sendo possível que a metilação possa ocorrer em outros CpGs 
não avaliados. 
Estudos têm demonstrado que a metilação pode ocorrer em 
regiões afastadas dos promotores, denominadas CpG shores, e desta forma, 
regular a expressão gênica (59). Em nosso estudo, tais regiões não foram 
avaliadas. 
Fatores como o uso de medicamentos podem influenciar a 
expressão gênica e a metilação global do DNA. Muitos dos pacientes com DA 
avaliados em nosso esudo eram tratados com inibidores de acetilcolinesterase e 
neurolépticos que atuam como antagonistas do receptor de dopamina. O uso de 
medicamentos pode alterar globalmente a expressão gênica, afetando não 
somente receptores específicos. Além disso, o tratamento farmacológico pode 
causar modificações epigenéticas persistentes, mesmo após a interrupção do 
tratamento (140). 




1) No sangue periférico a expressão do genes DPYSL2, CNP, 
HSPA8 e HSPA9 diferiram entre pacientes com DA, idosos saudáveis e jovens. 
Os genes DPYSL2 e CNP foram mais expressos nos jovens do que nos demais 
grupos, o que pode se dever a uma maior proliferação do sistema imunológico 
ou a maior atuação desses genes em vias ainda não conhecidas nos jovens. Já 
as chaperonas HSPA8 e HSPA9 foram mais expressas no sangue dos pacientes 
com DA do que nos demais grupos, o que pode refletir uma ativação gênica em 
decorrência do maior estresse oxidativo na doença; 
2) De maneira geral, a expressão dos genes DPYSL2, CNP, 
HSPA8 e HSPA9 foi menor no córtex auditivo, no córtex entorrinal e no 
hipocampo de pacientes com DA do que em idosos controles. Indicando uma 
menor atividade destes genes na doença, e a participação destes na DA. É 
possível que a ausência dos produtos proteicos desses genes influencie na 
morte neuronal, na modulação de sinais extracelulares e no acúmulo de 
proteínas no cérebro; 
3) A expressão dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 não 
diferiu entre o córtex auditivo, o córtex entorrinal e o hipocampo dentro do grupo 
de pacientes com DA e dentro do grupo de idosos saudáveis. Como estes genes 
apresentam funções descritas como ativas no cérebro, é possível que atuem de 
forma semelhante nas diferentes regiões cerebrais em idosos e pacientes com 
DA. 
4) De forma geral, a expressão dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8 
e HSPA9 diferiu entre o sangue periférico e o tecido cerebral tanto no grupo de 
pacientes com DA quanto em idosos controles, sendo DPYSL2 e CNP mais 
expressos em sangue enquanto que, as chaperonas HSPA8 e HSPA9 foram 
mais expressas no cérebro. Essas diferenças podem ser decorrentes da 
especificidade e função dos genes em cada tecido.  
 Aparentemente, a metilação destes sítios CpGs dos promotores de 
DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 não é o mecanismo responsável pelo controle 
da expressão desses genes nos diferentes tecidos e regiões cerebrais 
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analisados em nosso estudo. Em todas as amostras os níveis de metilação 
observados foram baixos, e provavelmente insuficientes para inibir a expressão. 
5) A metilação de sequências LINE1 diferiu significantemente nas 
três regiões cerebrais entre pacientes com DA e idosos controles e pode estar 
relacionada ao processo de fisiopatologia da DA. 




ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
Universidade Federal de São Paulo - UNIFESP 
Escola Paulista de Medicina - EPM 
 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
ANÁLISE DA METILAÇÃO GLOBAL E METILAÇÃO DE GENES CANDIDATOS, E SUA 
INFLUÊNCIA NA EXPRESSÃO GÊNICA EM PACIENTES COM DOENÇA DE ALZHEIMER 
 
 
 As seguintes informações estão sendo fornecidas para sua participação 
voluntária neste estudo. A sua participação nesse estudo será muito importante para 
entendermos a relação dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8, HSPA9 e LINE1 com a 
Doença de Alzheimer. 
 A Disciplina de Genética do Departamento de Morfologia e Genética, em 
colaboração com a Disciplina de Geriatria do Departamento de Medicina da 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e com a Disciplina de Genética da 
Faculdade de Medicina de Marília (FAMEMA), está desenvolvendo uma pesquisa para a 
identificação de alterações epigenéticas associadas à Doença de Alzheimer, ou seja, 
alterações que não envolvem a sequência de DNA. Esse estudo permitirá conhecer 
melhor os mecanismos desse processo e, consequentemente, oferecerá novas 
possibilidades terapêuticas. 
 Para essa análise, uma enfermeira treinada coletará 5 mL (cinco mililitros) de 
sangue por punção periférica da veia do antebraço, em tubo estéril contendo EDTA. O 
DNA e o RNA serão extraídos a partir dessa amostra e o DNA será submetido à técnica 
de bissulfito em laboratório especializado. Havendo armazenamento do material para 
pesquisas futuras, a utilização deste material só será realizada após aprovação pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa. 
 Os desconfortos que o Sr.(a) poderá apresentar estão mais frequentemente 
relacionados com o local da punção, tais como dor e eritema e sintomas sistêmicos, 
como tontura e cefaléia. Qualquer anormalidade, que porventura venha a ocorrer, será 
prontamente atendida, sem ônus financeiro, pela equipe do Centro de Estudos do 
Envelhecimento. 
 O Sr.(a) não terá qualquer custo com exames e consultas realizadas. Também 
não haverá compensação financeira pela sua participação. Os resultados estarão a sua 
disposição a qualquer momento e será garantido o sigilo dessas informações. 
 Em qualquer etapa, o Sr.(a) poderá esclarecer dúvidas com a equipe de estudo 
(MSc. Patrícia Natália Oliveira da Silva – Rua Botucatu, 740 – tel.: 5576-4260) ou com o 
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Comitê de Ética em Pesquisa (Rua Botucatu, 572 – 1º andar – conjunto 14 – tel.: 5571-
1062 ou FAX: 5539-7162). Neste projeto, a investigadora principal é Patrícia Natália 
Oliveira da Silva, que pode ser encontrada na Rua Botucatu, 740 – tel.: 5576-4260. Se o 
Sr.(a) decidir, a qualquer momento, deixar de participar do estudo, não haverá prejuízo 
à continuidade de seu tratamento na Instituição. 
 Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo descrevendo 
“Análise quantitativa da metilação do DNA e expressão de genes relevantes à Doença 
de Alzheimer”. Eu discuti com a pesquisadora Patrícia Natalia Oliveira da Silva sobre 
minha decisão em participar do estudo. Ficaram claros para mim quais são os 
propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, 
as garantias de confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou claro também 
que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a 
tratamento hospitalar quando necessário. 
 Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, 
prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou em meu 
benefício nesse Serviço. 
 
__________________________________________ 
Nome do paciente 
 
__________________________________________ Data ___/___/___ 
Assinatura do participante / representante legal  
 
__________________________________________ Data ___/___/___ 
Assinatura da testemunha 
 
 Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste paciente ou representante legal para participação nesse estudo. 
 
__________________________________________ Data ___/___/___ 
Assinatura do responsável pelo estudo 
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ANEXO 2: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (UNIFESP) 
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ANEXO 3: Emenda Aditiva aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO 4: Tabela - Metilação de CpGs do gene DPYSL2 nas três regiões 
cerebrais de pacientes com DA, idosos e jovens. 
Córtex Auditivo Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 e 2 DA 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 0,88 
  Idosos 8 0,04 0,03 0,03 0,01 0,10   
 CpG 5 DA 9 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,85 
  Idosos 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 6 DA 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,46 
  Idosos 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01   
 CpG 7 DA 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,54 
  Idosos 9 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01   
 CpG 8 e 9 DA 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,93 
  Idosos 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06   
 CpG 10 e 11 DA 9 0,06 0,02 0,05 0,04 0,10 0,48 
  Idosos 8 0,05 0,01 0,05 0,03 0,07   
 CpG 12 e 13 DA 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,10 0,81 
  Idosos 9 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07   
 CpG 16 e 17 DA 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,93 
  Idosos 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06   
         
Córtex Entorrinal Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 e 2 DA 8 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,41 
  Idosos 8 0,11 0,24 0,02 0,00 0,71   
 CpG 5 DA 9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,51 
  Idosos 8 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01   
 CpG 6 DA 10 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,36 
  Idosos 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 7 DA 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,18 
  Idosos 7 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 8 e 9 DA 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,09 
  Idosos 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05   
 CpG 10 e 11 DA 9 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05 0,72 
  Idosos 8 0,06 0,03 0,06 0,00 0,11   
 CpG 12 e 13 DA 10 0,05 0,05 0,04 0,01 0,17 0,85 
  Idosos 8 0,07 0,06 0,05 0,02 0,19   
 CpG 16 e 17 DA 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,09 
  Idosos 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05   
         
Hipocampo Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 e 2 DA 11 0,11 0,23 0,03 0,00 0,78 0,56 
  Idosos 7 0,05 0,08 0,02 0,00 0,22   
 CpG 5 DA 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,46 
  Idosos 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02   
 CpG 6 DA 11 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,74 
  Idosos 8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01   
 CpG 7 DA 11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,37 
  Idosos 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01   
 CpG 8 e 9 DA 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05 0,16 
  Idosos 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06   
 CpG 10 e 11 DA 9 0,05 0,04 0,05 0,00 0,15 0,38 
  Idosos 8 0,10 0,06 0,08 0,04 0,19   
 CpG 12 e 13 DA 11 0,05 0,03 0,04 0,01 0,10 0,43 
  Idosos 9 0,08 0,04 0,06 0,04 0,17   
 CpG 16 e 17 DA 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05 0,16 
  Idosos 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06   
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ANEXO 5: Tabela - Metilação de CpGs do gene DPYSL2 entre as três 
regiões cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles. 
 
DA Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 e 2 Córtex Auditivo 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,48 
  Hipocampo 11 0,11 0,23 0,03 0,00 0,78   
 CpG 5 Córtex Auditivo 9 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 
 
 
Córtex Entorrinal 9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,63 
  Hipocampo 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 6 Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 
 
 
Córtex Entorrinal 10 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,24 
  Hipocampo 11 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01   
 CpG 7 Córtex Auditivo 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 
 
 
Córtex Entorrinal 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,05 
  Hipocampo 11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01   
 CpG 8 e 9 Córtex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 
 
 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,74 
  Hipocampo 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05   
 CpG 10 e 11 Córtex Auditivo 9 0,06 0,02 0,05 0,04 0,10 
 
 
Córtex Entorrinal 9 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05 0,55 
  Hipocampo 9 0,05 0,04 0,05 0,00 0,15   
 CpG 12 e 13 Córtex Auditivo 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,10 
 
 
Córtex Entorrinal 10 0,05 0,05 0,04 0,01 0,17 0,89 
  Hipocampo 11 0,05 0,03 0,04 0,01 0,10   
 CpG 16 e 17 Córtex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 
 
 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,74 
  Hipocampo 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05   
         
Idosos Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 e 2 Córtex Auditivo 8 0,04 0,03 0,03 0,01 0,10 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,11 0,24 0,02 0,00 0,71 0,89 
  Hipocampo 7 0,05 0,08 0,02 0,00 0,22   
 CpG 5 Córtex Auditivo 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,50 
  Hipocampo 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02   
 CpG 6 Córtex Auditivo 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,37 
  Hipocampo 8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01   
 CpG 7 Córtex Auditivo 9 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 
 
 
Córtex Entorrinal 7 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 1,00 
  Hipocampo 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01   
 CpG 8 e 9 Córtex Auditivo 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,77 
  Hipocampo 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06   
 CpG 10 e 11 Córtex Auditivo 8 0,05 0,01 0,05 0,03 0,07 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,06 0,03 0,06 0,00 0,11 0,72 
  Hipocampo 8 0,10 0,06 0,08 0,04 0,19   
 CpG 12 e 13 Córtex Auditivo 9 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,07 0,06 0,05 0,02 0,19 0,47 
  Hipocampo 9 0,08 0,04 0,06 0,04 0,17   
 CpG 16 e 17 Córtex Auditivo 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 
 
 
Córtex Entorrinal 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,77 
  Hipocampo 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06   
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ANEXO 6: Tabela - Metilação de CpGs do gene DPYSL2 no cérebro de 
pacientes com DA e idosos.  
 
Cérebro Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 e 2 DA 28 0,06 0,14 0,03 0,00 0,78 0,57 
  Idosos 23 0,15 0,07 0,02 0,00 0,71   
 CpG 5 DA 27 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,33 
  Idosos 25 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 6 DA 31 0,01 0,01 0,00 0,00 0,03 0,68 
  Idosos 24 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 7 DA 31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,73 
  Idosos 25 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 8 e 9 DA 31 0,04 0,01 0,04 0,00 0,07 0,09 
  Idosos 26 0,01 0,04 0,04 0,00 0,06   
 CpG 10 e 11 DA 27 0,05 0,03 0,04 0,00 0,15 0,54 
  Idosos 24 0,04 0,07 0,06 0,00 0,19   
 CpG 12 e 13 DA 31 0,05 0,03 0,04 0,01 0,17 0,44 
  Idosos 26 0,04 0,06 0,06 0,01 0,19   
 CpG 16 e 17 DA 31 0,04 0,01 0,04 0,00 0,07 0,09 
  Idosos 26 0,01 0,04 0,04 0,00 0,06   




ANEXO 7: Metilação de CpGs do gene CNP no sangue periférico de 
pacientes com DA, idosos e jovens. 
Sangue Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* Post hoc 




Idosos 17 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08 0,08 
 
  Jovem 19 0,02 0,02 0,01 0,00 0,05     




Idosos 20 0,04 0,04 0,03 0,00 0,18 0,34 
 
  Jovem 19 0,02 0,02 0,02 0,00 0,08     




Idosos 20 0,03 0,02 0,04 0,00 0,08 0,88 
 
  Jovem 19 0,03 0,01 0,04 0,00 0,06     




Idosos 20 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06 0,67 
 
  Jovem 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06     
 CpG 7 DA 28 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09 
 
DA x Idoso p=0,003  
 
Idosos 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 0,001  DA x Jovem p=0,01 
  Jovem 18 0,03 0,02 0,04 0,00 0,06     




Idosos 21 0,06 0,04 0,04 0,03 0,15 0,32 
 
  Jovem 19 0,04 0,03 0,03 0,02 0,13     
 CpG 10 DA 29 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 
 
DA x Jovem p=0,06 
 
Idosos 19 0,03 0,02 0,02 0,00 0,07 0,02 
 
  Jovem 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06     
 CpG 11 e 12 DA 28 0,04 0,02 0,04 0,01 0,09   
 
Idosos 21 0,04 0,02 0,04 0,02 0,09 0,12 
 
  Jovem 19 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06     
 CpG 13 e 14 DA 30 0,05 0,01 0,05 0,00 0,07 
 
DA x Idoso p=0,07 
 
Idosos 19 0,04 0,02 0,04 0,01 0,06 0,03 
 
  Jovem 19 0,04 0,02 0,04 0,01 0,06     




Idosos 20 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,32 
 
  Jovem 19 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02     
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
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ANEXO 8: Tabela - Metilação de CpGs do gene CNP entre as três regiões 







Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 12 0,01 0,02 0,01 0,00 0,04 0,59 
  Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 2 e 3 DA 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05 0,61 
  Idosos 8 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
 CpG 4 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,01 0,06 0,83 
  Idosos 10 0,04 0,02 0,05 0,00 0,05   
 CpG 5 e 6 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,76 
  Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04   
 CpG 7 DA 12 0,07 0,02 0,08 0,03 0,12 0,18 
  Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,08   
 CpG 8 DA 12 0,06 0,04 0,05 0,03 0,17 0,18 
  Idosos 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05   
 CpG 10 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 0,96 
  Idosos 9 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04   
 CpG 11 e 12 DA 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,61 
  Idosos 10 0,05 0,02 0,04 0,02 0,08   
 CpG 13 e 14 DA 12 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,47 
  Idosos 9 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06   
 CpG 15 DA 12 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 0,58 






Mediana Mínimo Máximo p 
 CpG 1 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,62 
  Idosos 8 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03   
 CpG 2 e 3 DA 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,07 0,52 
  Idosos 9 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05   
 CpG 4 DA 12 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08 0,61 
  Idosos 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06   
 CpG 5 e 6 DA 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06 0,36 
  Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04   
 CpG 7 DA 11 0,05 0,03 0,05 0,00 0,10 0,77 
  Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,00 0,08   
 CpG 8 DA 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09 0,29 
  Idosos 9 0,07 0,03 0,05 0,03 0,11   
 CpG 10 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,46 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04   
 CpG 11 e 12 DA 11 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08 0,58 
  Idosos 10 0,04 0,02 0,04 0,02 0,07   
 CpG 13 e 14 DA 12 0,04 0,02 0,05 0,00 0,07 0,94 
  Idosos 10 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07   
 CpG 15 DA 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,34 



















Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 12 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06 0,60 
  Idosos 9 0,01 0,02 0,01 0,00 0,05   
 CpG 2 e 3 DA 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,04 0,21 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
 CpG 4 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,00 0,05 0,51 
  Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06   
 CpG 5 e 6 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,05 0,07 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
 CpG 7 DA 12 0,06 0,02 0,06 0,04 0,09 0,92 
  Idosos 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,08   
 CpG 8 DA 12 0,05 0,02 0,05 0,03 0,10 0,77 
  Idosos 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,11   
 CpG 10 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,84 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04   
 CpG 11 e 12 DA 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,94 
  Idosos 9 0,04 0,01 0,03 0,03 0,06   
 CpG 13 e 14 DA 12 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06 0,66 
  Idosos 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09   
 CpG 15 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
 
 
ANEXO 9: Tabela - Metilação de CpGs do gene CNP entre as três regiões 
cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles. 
DA Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Córtex Auditivo 12 0,01 0,02 0,01 0,00 0,04 0,92 
 
Córtex Entorrinal 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 
 
  Hipocampo 12 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06   
 CpG 2 e 3 Córtex Auditivo 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05 0,76 
 
Córtex Entorrinal 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,07 
 
  Hipocampo 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,04   
 CpG 4 Córtex Auditivo 12 0,04 0,01 0,04 0,01 0,06 0,89 
 
Córtex Entorrinal 12 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08 
 
  Hipocampo 12 0,04 0,01 0,04 0,00 0,05   
 CpG 5 e 6 Córtex Auditivo 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,96 
 
Córtex Entorrinal 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06 
 
  Hipocampo 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,05   
 CpG 7 Córtex Auditivo 12 0,07 0,02 0,08 0,03 0,12 0,14 
 
Córtex Entorrinal 11 0,05 0,03 0,05 0,00 0,10 
 
  Hipocampo 12 0,06 0,02 0,06 0,04 0,09   
 CpG 8 Córtex Auditivo 12 0,06 0,04 0,05 0,03 0,17 0,86 
 
Córtex Entorrinal 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09 
 
  Hipocampo 12 0,05 0,02 0,05 0,03 0,10   
 CpG 10 Córtex Auditivo 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 0,66 
 
Córtex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 
 
  Hipocampo 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04   
 CpG 11 e 12 Córtex Auditivo 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,55 
 
Córtex Entorrinal 11 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08 
 
  Hipocampo 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08   
 CpG 13 e 14 Córtex Auditivo 12 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,87 
 
Córtex Entorrinal 12 0,04 0,02 0,05 0,00 0,07 
 
  Hipocampo 12 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06   
 CpG 15 Córtex Auditivo 12 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 0,36 
 
Córtex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 
 
  Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
continua 




Idosos Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Córtex Auditivo 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,55 
 
Córtex Entorrinal 8 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03 
 
  Hipocampo 9 0,01 0,02 0,01 0,00 0,05   
 CpG 2 e 3 Córtex Auditivo 8 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,61 
 
Córtex Entorrinal 9 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05 
 
  Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
 CpG 4 Córtex Auditivo 10 0,04 0,02 0,05 0,00 0,05 0,33 
 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 
 
  Hipocampo 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06   
 CpG 5 e 6 Córtex Auditivo 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04 0,21 
 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04 
 
  Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
 CpG 7 Córtex Auditivo 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,08 0,93 
 
Córtex Entorrinal 10 0,06 0,02 0,07 0,00 0,08 
 
  Hipocampo 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,08   
 CpG 8 Córtex Auditivo 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,09 
 
Córtex Entorrinal 9 0,07 0,03 0,05 0,03 0,11 
 
  Hipocampo 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,11   
 CpG 10 Córtex Auditivo 9 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,72 
 
Córtex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 
 
  Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04   
 CpG 11 e 12 Córtex Auditivo 10 0,05 0,02 0,04 0,02 0,08 0,74 
 
Córtex Entorrinal 10 0,04 0,02 0,04 0,02 0,07 
 
  Hipocampo 9 0,04 0,01 0,03 0,03 0,06   
 CpG 13 e 14 Córtex Auditivo 9 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06 0,54 
 
Córtex Entorrinal 10 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07 
 
  Hipocampo 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09   
 CpG 15 Córtex Auditivo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,14 
 
Córtex Entorrinal 10 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02 
 
  Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; DA: Doença de Alzheimer. 
 
 
ANEXO 10: Metilação de CpGs do gene CNP no cérebro de pacientes com 
DA e idosos. 
Cérebro Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 35 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06 0,66 
  Idosos 26 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05   
 CpG 2 e 3 DA 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,07 0,17 
  Idosos 27 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05   
 CpG 4 DA 36 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08 0,83 
  Idosos 30 0,04 0,02 0,04 0,00 0,06   
 CpG 5 e 6 DA 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,08 
  Idosos 30 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04   
 CpG 7 DA 35 0,06 0,02 0,06 0,00 0,12 0,50 
  Idosos 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,08   
 CpG 8 DA 34 0,06 0,03 0,05 0,03 0,17 0,98 
  Idosos 27 0,05 0,02 0,04 0,03 0,11   
 CpG 10 DA 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,74 
  Idosos 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04   
 CpG 11 e 12 DA 35 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,93 
  Idosos 29 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08   
 CpG 13 e 14 DA 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,55 
  Idosos 29 0,05 0,01 0,05 0,01 0,09   
 CpG 15 DA 34 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,09 
  Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 





ANEXO 11: Metilação de CpGs do gene CNP entre sangue periférico e 
cérebro de pacientes com DA e idosos. 
 
DA   N Média Desvio Padrão Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Cérebro 35 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06 0,93 
  Sangue 27 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05   
 CpG 2 e 3 Cérebro 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,07 0,42 
  Sangue 30 0,03 0,02 0,03 0,01 0,14   
 CpG 4 Cérebro 36 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08 0,43 
  Sangue 29 0,03 0,01 0,04 0,00 0,06   
 CpG 5 e 6 Cérebro 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,81 
  Sangue 29 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06   
 CpG 7 Cérebro 35 0,06 0,02 0,06 0,00 0,12 0,03 
  Sangue 28 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09   
 CpG 8 Cérebro 34 0,06 0,03 0,05 0,03 0,17 0,78 
  Sangue 29 0,05 0,03 0,04 0,03 0,14   
 CpG 10 Cérebro 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,63 
  Sangue 29 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03   
 CpG 11 e 12 Cérebro 35 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,25 
  Sangue 28 0,04 0,02 0,04 0,01 0,09   
 CpG 13 e 14 Cérebro 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,71 
  Sangue 30 0,05 0,01 0,05 0,00 0,07   
 CpG 15 Cérebro 34 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,11 
  Sangue 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
Idosos   N Média Desvio Padrão Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Cérebro 26 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,08 
  Sangue 17 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08   
 CpG 2 e 3 Cérebro 27 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,05 
  Sangue 20 0,04 0,04 0,03 0,00 0,18   
 CpG 4 Cérebro 30 0,04 0,02 0,04 0,00 0,06 0,41 
  Sangue 20 0,03 0,02 0,04 0,00 0,08   
 CpG 5 e 6 Cérebro 30 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04 0,05 
  Sangue 20 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06   
 CpG 7 Cérebro 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,08 <0,001 
  Sangue 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06   
 CpG 8 Cérebro 27 0,05 0,02 0,04 0,03 0,11 0,83 
  Sangue 21 0,06 0,04 0,04 0,03 0,15   
 CpG 10 Cérebro 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04 0,05 
  Sangue 19 0,03 0,02 0,02 0,00 0,07   
 CpG 11 e 12 Cérebro 29 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,73 
  Sangue 21 0,04 0,02 0,04 0,02 0,09   
 CpG 13 e 14 Cérebro 29 0,05 0,01 0,05 0,01 0,09 0,01 
  Sangue 19 0,04 0,02 0,04 0,01 0,06   
 CpG 15 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,61 
  Sangue 20 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
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ANEXO 12: Metilação de CpGs do gene HSPA8 no sangue periférico de 
pacientes com DA, idosos e jovens. 
Sangue Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* Post hoc 
CpG 1 DA 22 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 
  
 
Idosos 13 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01 
 
 
Jovem ─ ─ ─ ─ ─ ─ 
  
CpG 2, 3 e 4 DA 24 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 
 
DA x Jovem p=0,02 
 
Idosos 11 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 0,02 
 
Jovem 15 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 
 
CpG 6 DA 23 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 
 
DA x Jovem p=0,06 
 
Idosos 14 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04 0,07 
 
Jovem 14 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 
 
CpG 7, 8, 9, 
10  e 11 
DA 23 0,09 0,04 0,08 0,03 0,18 
 DA x Idoso p=0,01     
DA x jovem p=0,01 
Idosos 10 0,16 0,11 0,17 0,01 0,30 0,001 
 
Jovem 12 0,15 0,05 0,16 0,07 0,23 
 
CpG 12 DA 24 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 
 
DA x Jovem p=0,002 
 
Idosos 12 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04 0,003 
 
Jovem 15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
 
CpG 13 e 14 DA 22 0,05 0,02 0,05 0,01 0,08 
 DA x Idoso p=0,03     
DA x jovem p=<0,001  
Idosos 7 0,03 0,02 0,01 0,01 0,07 <0,001 
 
Jovem 13 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 
 
CpG 15 DA 24 0,05 0,05 0,03 0,00 0,29 
 DA x Idoso p=0,02     
DA x jovem p=0,02  
Idosos 12 0,12 0,10 0,08 0,00 0,26 0,004 
 
Jovem 15 0,11 0,06 0,10 0,02 0,24 
 
CpG 18 DA 22 0,02 0,03 0,01 0,00 0,12 
 
DA x Idoso p=0,04 
 
Idosos 13 0,06 0,05 0,07 0,00 0,17 0,04 
 
Jovem 15 0,04 0,05 0,03 0,00 0,18 
 
CpG 19 e 20 DA 24 0,08 0,06 0,06 0,00 0,33 
  
 
Idosos 9 0,08 0,12 0,02 0,00 0,30 0,80 
 
 
Jovem 12 0,10 0,11 0,04 0,00 0,35 
  
CpG 22 DA 23 0,02 0,01 0,01 0,00 0,05 
 
DA x Jovem p=0,002 
 
Idosos 10 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04 0,003 
 
Jovem 15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 
 
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; DA: Doença de Alzheimer. 
 
ANEXO 13: Tabela - Metilação de CpGs do gene HSPA8 nas três regiões 






Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,34 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
 CpG 2, 3 e 4 DA 12 0,04 0,04 0,02 0,01 0,11 0,94 
  Idosos 10 0,04 0,02 0,04 0,01 0,08   
 CpG 6 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,53 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,03   
 CpG 7, 8, 9,10 e 11  
DA 12 0,09 0,04 0,09 0,04 0,16 0,57 
Idosos 10 0,08 0,02 0,08 0,05 0,11   
 CpG 12 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 1,00 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 13 e 14 DA 12 0,05 0,01 0,05 0,03 0,07 0,50 
  Idosos 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08   
 CpG 15 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,02 0,06 0,34 
  Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04   
 CpG 18 DA 12 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 0,83 
  Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07   
 CpG 19 e 20 DA 12 0,05 0,02 0,06 0,01 0,08 0,32 
  Idosos 10 0,06 0,01 0,06 0,04 0,08   
 CpG 22 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,72 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02   
continua 
continuação 




Córtex Entorrinal   N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,13 
  Idosos 10 0,02 0,00 0,02 0,01 0,02   
 CpG 2, 3 e 4 DA 12 0,04 0,04 0,04 0,00 0,14 0,68 
  Idosos 10 0,05 0,04 0,04 0,01 0,12   
 CpG 6 DA 11 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,28 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 7, 8, 9, 10 e 11 DA 10 0,09 0,05 0,08 0,04 0,20 0,88 
  Idosos 10 0,08 0,04 0,08 0,04 0,18   
 CpG 12 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,58 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 13 e 14 DA 12 0,04 0,03 0,05 0,00 0,09 0,10 
  Idosos 9 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09   
 CpG 15 DA 12 0,08 0,09 0,05 0,00 0,32 0,12 
  Idosos 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08   
 CpG 18 DA 11 0,04 0,02 0,04 0,01 0,07 0,17 
  Idosos 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,10   
 CpG 19 e 20 DA 11 0,05 0,02 0,06 0,00 0,07 0,66 
  Idosos 10 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08   
 CpG 22 DA 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,58 
  Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04   
 
Hipocampo 
  N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,27 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
 CpG 2, 3 e 4 DA 12 0,05 0,02 0,05 0,01 0,09 0,48 
  Idosos 10 0,04 0,03 0,02 0,01 0,09   
 CpG 6 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,22 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 7, 8, 9, 10 e 11 DA 12 0,10 0,04 0,09 0,06 0,17 0,13 
  Idosos 10 0,08 0,03 0,08 0,03 0,13   
 CpG 12 DA 12 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02 0,44 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 13 e 14 DA 12 0,06 0,02 0,06 0,03 0,08 0,16 
  Idosos 10 0,05 0,01 0,05 0,02 0,06   
 CpG 15 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,05 0,81 
  Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,04   
 CpG 18 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,74 
  Idosos 10 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07   
 CpG 19 e 20 DA 12 0,05 0,01 0,05 0,03 0,08 0,11 
  Idosos 10 0,07 0,03 0,06 0,05 0,11   
 CpG 22 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,15 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
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ANEXO 14: Metilação de CpGs do gene HSPA8 entre as três regiões 
cerebrais de pacientes com DA e idosos. 
 
DA Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* Post hoc 
CpG 1 
  
Córtex Auditivo 12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 
H x CE p=0,02 
  
Córtex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,01 
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
CpG 2, 3 
 e 4 
  
Córtex Auditivo 12 0,04 0,04 0,02 0,01 0,11 
  
Córtex Entorrinal 12 0,04 0,04 0,04 0,00 0,14 0,89 
Hipocampo 12 0,05 0,02 0,05 0,01 0,09   
CpG 6 
  
Córtex Auditivo 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 
CA x CE p=0,008 
 CE x H p=0,008 
Córtex Entorrinal 11 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,003 
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03   
CpG 7, 8, 9,  
10 e 11 
  
Córtex Auditivo 12 0,09 0,04 0,09 0,04 0,16 
Córtex Entorrinal 10 0,09 0,05 0,08 0,04 0,20 0,81 
 
Hipocampo 12 0,10 0,04 0,09 0,06 0,17     
CpG 12 
  
Córtex Auditivo 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 
Córtex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,55 
 
Hipocampo 12 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02     
CpG 13 e 14 
  
Córtex Auditivo 12 0,05 0,01 0,05 0,03 0,07 
Córtex Entorrinal 12 0,04 0,03 0,05 0,00 0,09 0,21 
 
Hipocampo 12 0,06 0,02 0,06 0,03 0,08     
CpG 15 
  
Córtex Auditivo 12 0,03 0,01 0,03 0,02 0,06 
CE x H p=0,07 
  
Córtex Entorrinal 12 0,08 0,09 0,05 0,00 0,32 0,04 
Hipocampo 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,05   
CpG 18 
  
Córtex Auditivo 12 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 
CA x CE p=0,034 
CE x H p=0,011  
Córtex Entorrinal 11 0,04 0,02 0,04 0,01 0,07 0,01 
Hipocampo 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04   
CpG 19 e 20 
  
Córtex Auditivo 12 0,05 0,02 0,06 0,01 0,08 
Córtex Entorrinal 11 0,05 0,02 0,06 0,00 0,07 0,53 
 
Hipocampo 12 0,05 0,01 0,05 0,03 0,08     
CpG 22 
  
Córtex Auditivo 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 
Córtex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,43 
 
Hipocampo 12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02     
continua




Idosos Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Córtex Auditivo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 
 
Córtex Entorrinal 10 0,02 0,00 0,02 0,01 0,02 0,93 
  Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
 CpG 2, 3 e 4 
  
Córtex Auditivo 10 0,04 0,02 0,04 0,01 0,08 
Córtex Entorrinal 10 0,05 0,04 0,04 0,01 0,12 0,77 
Hipocampo 10 0,04 0,03 0,02 0,01 0,09   
 CpG 6 Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,03 
 
Córtex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,72 
  Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 7, 8, 9, 
10 e 11 
  
Córtex Auditivo 10 0,08 0,02 0,08 0,05 0,11 
Córtex Entorrinal 10 0,08 0,04 0,08 0,04 0,18 0,75 
Hipocampo 10 0,08 0,03 0,08 0,03 0,13   
 CpG 12 Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 
 
Córtex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,93 
  Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 13 e 14 Córtex Auditivo 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08 
 
Córtex Entorrinal 9 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09 0,25 
  Hipocampo 10 0,05 0,01 0,05 0,02 0,06   
 CpG 15 Córtex Auditivo 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04 
 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,76 
  Hipocampo 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,04   
 CpG 18 Córtex Auditivo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 
 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,10 0,66 
  Hipocampo 10 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07   
 CpG 19 e 20 Córtex Auditivo 10 0,06 0,01 0,06 0,04 0,08 
 
Córtex Entorrinal 10 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08 0,22 
  Hipocampo 10 0,07 0,03 0,06 0,05 0,11   
 CpG 22 Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 
 
Córtex Entorrinal 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,38 
  Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; CA: Córtex Auditivo; CE: Cortex Entorrinal; DA: 
Doença de Alzheimer. 
 
ANEXO 15: Metilação de CpGs do gene HSPA8 no cérebro de pacientes 
com DA e idosos. 
Cérebro Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 36 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,45 
  Idosos 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
 CpG 2, 3 e 4 DA 36 0,04 0,03 0,04 0,00 0,14 0,91 
  Idosos 30 0,04 0,03 0,03 0,01 0,12   
 CpG 6 DA 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,57 
  Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 7, 8, 9, 10 e 11 DA 34 0,09 0,04 0,09 0,04 0,20 0,20 
  Idosos 30 0,08 0,03 0,08 0,03 0,18   
 CpG 12 DA 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,97 
  Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 13 e 14 DA 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,09 0,32 
  Idosos 29 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09   
 CpG 15 DA 36 0,05 0,06 0,03 0,00 0,32 0,08 
  Idosos 30 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08   
 CpG 18 DA 35 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 0,57 
  Idosos 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,10   
 CpG 19 e 20 DA 35 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08 0,10 
  Idosos 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,11   
 CpG 22 DA 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,47 
  Idosos 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
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ANEXO 16: Metilação de CpGs do gene HSPA8 entre sangue periférico e 






Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Cérebro 36 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,72 
  Sangue 22 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05   
 CpG 2, 3 e 4 Cérebro 36 0,04 0,03 0,04 0,00 0,14 0,12 
  Sangue 24 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08   
 CpG 6 Cérebro 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,64 
  Sangue 23 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04   
 CpG 7, 8, 9, 10 e 11 Cérebro 34 0,09 0,04 0,09 0,04 0,20 0,53 
  Sangue 23 0,09 0,04 0,08 0,03 0,18   
 CpG 12 Cérebro 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,53 
  Sangue 24 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 13 e 14 Cérebro 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,09 0,91 
  Sangue 22 0,05 0,02 0,05 0,01 0,08   
 CpG 15 Cérebro 36 0,05 0,06 0,03 0,00 0,32 0,96 
  Sangue 24 0,05 0,05 0,03 0,00 0,29   
 CpG 18 Cérebro 35 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 0,95 
  Sangue 22 0,02 0,03 0,01 0,00 0,12   
 CpG 19 e 20 Cérebro 35 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08 0,02 
  Sangue 24 0,08 0,06 0,06 0,00 0,33   
 CpG 22 Cérebro 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,60 







Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Cérebro 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 <0,001 
  Sangue 13 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02   
 CpG 2, 3 e 4 Cérebro 30 0,04 0,03 0,03 0,01 0,12 0,04 
  Sangue 11 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09   
 CpG 6 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,32 
  Sangue 14 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04   
 CpG 7, 8, 9, 10 e 11 Cérebro 30 0,08 0,03 0,08 0,03 0,18 0,04 
  Sangue 10 0,16 0,11 0,17 0,01 0,30   
 CpG 12 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,12 
  Sangue 12 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04   
 CpG 13 e 14 Cérebro 29 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09 0,002 
  Sangue 7 0,03 0,02 0,01 0,01 0,07   
 CpG 15 Cérebro 30 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,01 
  Sangue 12 0,12 0,10 0,08 0,00 0,26   
 CpG 18 Cérebro 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,10 0,01 
  Sangue 13 0,06 0,05 0,07 0,00 0,17   
 CpG 19 e 20 Cérebro 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,11 0,61 
  Sangue 9 0,08 0,12 0,02 0,00 0,30   
 CpG 22 Cérebro 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04 0,16 
  Sangue 10 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04   
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ANEXO 17: Metilação de CpGs do gene HSPA9 no sangue periférico de 
pacientes com DA, idosos e jovens. 
 
Sangue Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* Post hoc 
CpG 1 DA 28 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07 
 DA x Idosos p=0,03 
  
Idosos 18 0,03 0,02 0,02 0,01 0,07 0,03 
 
Jovem 18 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03   
CpG 2 e 3 DA 29 0,12 0,03 0,12 0,06 0,20 
 DA x Idosos p=0,01 
  
Idosos 17 0,15 0,02 0,14 0,12 0,20 0,01 
 
Jovem 17 0,14 0,03 0,14 0,10 0,18   
CpG 6, 7, 8, 
9 e 10 
 
DA 30 0,05 0,02 0,06 0,01 0,09 
 DA x Jovem p=0,01 
 DA x Idosos p=0,02 
Idosos 19 0,07 0,03 0,07 0,00 0,13 0,002 
Jovem 18 0,08 0,02 0,08 0,01 0,13   
CpG 11 DA 28 0,04 0,05 0,02 0,00 0,16 
  
 
Idosos 19 0,05 0,03 0,04 0,00 0,12 0,70 
 
 
Jovem 18 0,04 0,03 0,05 0,00 0,09   
 
CpG 12 e 13 DA 29 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06 
  
 
Idosos 19 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,79 
 
 
Jovem 18 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05   
 
CpG 14 DA 28 0,03 0,01 0,03 0,00 0,06 
 DA x Jovem p=0,01 
  
Idosos 15 0,04 0,02 0,04 0,00 0,06 0,01 
 
Jovem 18 0,05 0,02 0,04 0,03 0,08   
CpG 15 DA 29 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 
  
 
Idosos 18 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,19 
 
 
Jovem 18 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05    
CpG 16 e 17 DA 29 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 
 
 
Idosos 18 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,93 
 
 
Jovem 17 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02    
CpG 19 e 20 DA 29 0,03 0,04 0,02 0,00 0,18 
  
 
Idosos 17 0,06 0,05 0,04 0,00 0,18 0,11 
 
 
Jovem 18 0,06 0,03 0,05 0,02 0,11   
 
CpG 21 e 22 DA 30 0,15 0,05 0,16 0,05 0,26 
  
 
Idosos 18 0,17 0,04 0,17 0,06 0,25 0,06 
 
 
Jovem 18 0,19 0,04 0,19 0,04 0,25   
 
CpG 23 e 24 DA 27 0,07 0,03 0,07 0,00 0,12 
  
 
Idosos 18 0,07 0,03 0,07 0,00 0,15 0,73 
 
 
Jovem 18 0,07 0,02 0,07 0,01 0,11    
CpG 25 DA 24 0,03 0,03 0,02 0,00 0,14 
  
 
Idosos 19 0,03 0,03 0,02 0,00 0,12 0,57 
 
 
Jovem 17 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07    
CpG 27, 28, 
29 e 30 
 
DA 30 0,06 0,02 0,07 0,01 0,10 
  
Idosos 18 0,05 0,03 0,05 0,00 0,11 0,30 
 
Jovem 18 0,06 0,03 0,07 0,00 0,12    
CpG 31 DA 28 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06 
  
 
Idosos 16 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,42 
 
 
Jovem 18 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06    
CpG 32, 33 
e 34 
DA 30 0,03 0,01 0,03 0,00 0,06 
  
Idosos 17 0,03 0,02 0,02 0,00 0,06 0,98 
 
Jovem 18 0,03 0,01 0,02 0,00 0,05    
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; DA: Doença de Alzheimer. 
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ANEXO 18: Tabela - Metilação de CpGs do gene HSPA9 nas três regiões 
cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles. 
Auditivo   N Média Desvio Padrão Mediana Mínimo Máximo p* 
CpG 1 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04 0,93 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
CpG 2 e 3 DA 11 0,13 0,02 0,12 0,10 0,17 0,81 
  Idosos 10 0,14 0,04 0,13 0,09 0,19   
CpG 6, 7, 8, 9 
e 10 
DA 11 0,07 0,02 0,07 0,05 0,11 0,11 
Idosos 10 0,06 0,03 0,06 0,02 0,11   
CpG 11 DA 9 0,02 0,03 0,00 0,00 0,10 0,57 
  Idosos 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08   
CpG 12 e 13 DA 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,33 
  Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06   
CpG 14 DA 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05 0,86 
  Idosos 10 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05   
CpG 15 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,76 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
CpG 16 e 17 DA 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,61 
  Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02   
CpG 19 e 20 DA 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,04 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04   
CpG 21 e 22 DA 11 0,15 0,04 0,17 0,06 0,19 0,95 
  Idosos 10 0,15 0,03 0,15 0,11 0,21   
CpG 23 e 24 DA 11 0,07 0,03 0,07 0,00 0,12 0,95 
  Idosos 10 0,07 0,02 0,08 0,04 0,10   
CpG 25 DA 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05 0,31 
  Idosos 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,06   
CpG 27, 28, 
29 e 30 
DA 11 0,07 0,03 0,06 0,00 0,11 0,73 
Idosos 10 0,07 0,03 0,07 0,01 0,11   
CpG 31 DA 11 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,48 
  Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05   
CpG 32, 33 e 
34  
DA 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,66 
Idosos 10 0,03 0,01 0,02 0,01 0,06   
Entorrinal   N Média Desvio Padrão Mediana Mínimo Máximo p* 
CpG 1 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,54 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02   
CpG 2 e 3 DA 12 0,13 0,02 0,12 0,10 0,18 0,31 
  Idosos 10 0,14 0,03 0,14 0,10 0,21   
CpG 6, 7, 8, 9 
e 10 
DA 12 0,06 0,03 0,07 0,01 0,10 0,73 
Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09   
CpG 11 DA 12 0,04 0,04 0,04 0,00 0,13 0,39 
  Idosos 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07   
CpG 12 e 13 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,29 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
CpG 14 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,05 
  Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05   
CpG 15 DA 12 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,30 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
CpG 16 e 17 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,71 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
CpG 19 e 20 DA 12 0,03 0,05 0,02 0,00 0,19 0,47 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04   
CpG 21 e 22 DA 12 0,13 0,04 0,14 0,06 0,19 0,96 
  Idosos 10 0,13 0,05 0,14 0,05 0,20   
CpG 23 e 24 DA 12 0,08 0,02 0,09 0,04 0,11 0,26 
  Idosos 10 0,07 0,03 0,08 0,02 0,10   
CpG 25 DA 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,64 
  Idosos 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06   
CpG 27, 28, 
29 e 30  
DA 12 0,07 0,03 0,08 0,03 0,09 0,24 
Idosos 10 0,06 0,02 0,06 0,01 0,08   
CpG 31 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,96 
  Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05   
CpG 32, 33 e 
34 
DA 11 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 0,10 
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03   
 
 
      
continua 









Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,78 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03   
 CpG 2 e 3 DA 12 0,12 0,02 0,12 0,09 0,16 0,07 
  Idosos 10 0,14 0,02 0,13 0,11 0,17   
 CpG 6, 7, 8, 9 e 10 DA 12 0,07 0,02 0,07 0,05 0,13 0,29 
  Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,09   
 CpG 11 DA 12 0,07 0,05 0,08 0,00 0,13 0,07 
  Idosos 9 0,04 0,02 0,03 0,00 0,08   
 CpG 12 e 13 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,09 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 14 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06 0,24 
  Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,02 0,04   
 CpG 15 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,79 
  Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 16 e 17 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,84 
  Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02   
 CpG 19 e 20 DA 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,05 0,42 
  Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05   
 CpG 21 e 22 DA 12 0,16 0,06 0,18 0,05 0,23 0,29 
  Idosos 10 0,13 0,06 0,15 0,05 0,20   
 CpG 23 e 24 DA 12 0,08 0,01 0,08 0,06 0,09 0,70 
  Idosos 10 0,08 0,01 0,08 0,05 0,10   
 CpG 25 DA 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,82 
  Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06   
 CpG 27, 28, 29 e 30 DA 12 0,07 0,02 0,08 0,05 0,09 0,98 
  Idosos 10 0,07 0,02 0,07 0,04 0,10   
 CpG 31 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 0,92 
  Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05   
 CpG 32, 33 e 34 DA 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,04 0,80 
  Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
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ANEXO 19: Tabela - Metilação de CpGs do gene HSPA9 entre as três 
regiões cerebrais de pacientes com DA e de idosos controles. 
DA Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* Post hoc 
 CpG 1 Córtex Auditivo 11 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04     
 
Córtex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,32 
 
  Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03     
CpG 2 e 3 Córtex Auditivo 11 0,13 0,02 0,12 0,10 0,17 
 
Córtex Entorrinal 12 0,13 0,02 0,12 0,10 0,18 0,42 
 
  Hipocampo 12 0,12 0,02 0,12 0,09 0,16     
CpG 6, 7, 8, 
9 e 10 
  
Córtex Auditivo 11 0,07 0,02 0,07 0,05 0,11   
Córtex Entorrinal 12 0,06 0,03 0,07 0,01 0,10 0,28 
 
Hipocampo 12 0,07 0,02 0,07 0,05 0,13     
 CpG 11 Córtex Auditivo 9 0,02 0,03 0,00 0,00 0,10 
A x H p=0,03 
   
Córtex Entorrinal 12 0,04 0,04 0,04 0,00 0,13 0,03 
  Hipocampo 12 0,07 0,05 0,08 0,00 0,13   
 CpG 12 e 
13 
  
Córtex Auditivo 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 
Córtex Entorrinal 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,78 
 
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04     
 CpG 14 Córtex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05 
 
Córtex Entorrinal 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,18 
 
  Hipocampo 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06     
CpG 15 Córtex Auditivo 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02     
 
Córtex Entorrinal 12 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,66 
 
  Hipocampo 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02     
CpG 16 e 
17 
  
Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02     
Córtex Entorrinal 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,67 
 
Hipocampo 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03     
CpG 19 e 
20 
  
Córtex Auditivo 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 
Córtex Entorrinal 12 0,03 0,05 0,02 0,00 0,19 0,74 
 
Hipocampo 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,05     
CpG 21 e 
22 
  
Córtex Auditivo 11 0,15 0,04 0,17 0,06 0,19 
Córtex Entorrinal 12 0,13 0,04 0,14 0,06 0,19 0,34 
 
Hipocampo 12 0,16 0,06 0,18 0,05 0,23     
CpG 23 e 
24 
  
Córtex Auditivo 11 0,07 0,03 0,07 0,00 0,12 
  
Córtex Entorrinal 12 0,08 0,02 0,09 0,04 0,11 0,55 
 
Hipocampo 12 0,08 0,01 0,08 0,06 0,09     
 CpG 25 Córtex Auditivo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05 
 
Córtex Entorrinal 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,91 
  Hipocampo 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07     
CpG 27, 28, 
29 e 30 
  
Córtex Auditivo 11 0,07 0,03 0,06 0,00 0,11 
Córtex Entorrinal 12 0,07 0,03 0,08 0,03 0,09 0,86 
Hipocampo 12 0,07 0,02 0,08 0,05 0,09     
 CpG 31 Córtex Auditivo 11 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 
Córtex Entorrinal 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,86 
  Hipocampo 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06     
CpG 32, 33 
e 34 
  
Córtex Auditivo 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 
Córtex Entorrinal 11 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 0,99 
Hipocampo 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,04     
continua 
 





Idosos Região Cerebral N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 
Córtex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 0,85 
  Hipocampo 10 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03   
 CpG 2 e 3 Córtex Auditivo 10 0,14 0,04 0,13 0,09 0,19 
 
Córtex Entorrinal 10 0,14 0,03 0,14 0,10 0,21 0,88 
  Hipocampo 10 0,14 0,02 0,13 0,11 0,17   
 CpG 6, 7, 8, 
9 e 10 
  
Córtex Auditivo 10 0,06 0,03 0,06 0,02 0,11 
Córtex Entorrinal 10 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09 0,77 
Hipocampo 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,09   
 CpG 11 
  
Córtex Auditivo 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07 0,65 
Hipocampo 9 0,04 0,02 0,03 0,00 0,08   
 CpG 12 e 13 
  
Córtex Auditivo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06 
Córtex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,09 
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 14 
  
Córtex Auditivo 10 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05 0,59 
Hipocampo 10 0,03 0,01 0,03 0,02 0,04   
 CpG 15 
  
Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
Córtex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,82 
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 16 e 17 
  
Córtex Auditivo 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02   
Córtex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,61 
Hipocampo 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02   
 CpG 19 e 20 
  
Córtex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 
Córtex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,40 
Hipocampo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05   
 CpG 21 e 22 
  
Córtex Auditivo 10 0,15 0,03 0,15 0,11 0,21 
Córtex Entorrinal 10 0,13 0,05 0,14 0,05 0,20 0,55 
Hipocampo 10 0,13 0,06 0,15 0,05 0,20   
 CpG 23 e 24 
  
Córtex Auditivo 10 0,07 0,02 0,08 0,04 0,10 
 
Córtex Entorrinal 10 0,07 0,03 0,08 0,02 0,10 0,78 
Hipocampo 10 0,08 0,01 0,08 0,05 0,10   
 CpG 25 
  
Córtex Auditivo 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,06 
Córtex Entorrinal 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 0,57 
Hipocampo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06   
 CpG 27, 28, 
29 e 30 
  
Córtex Auditivo 10 0,07 0,03 0,07 0,01 0,11 
Córtex Entorrinal 10 0,06 0,02 0,06 0,01 0,08 0,35 
Hipocampo 10 0,07 0,02 0,07 0,04 0,10   
 CpG 31 
  
Córtex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 
Córtex Entorrinal 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,94 
Hipocampo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05   
 CpG 32, 33 e 
34 
  
Córtex Auditivo 10 0,03 0,01 0,02 0,01 0,06 
Córtex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,35 
Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04   
N: Número de indivíduos; p*: teste ANOVA; DA: Doença de Alzheimer. 
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ANEXO 20: Metilação de CpGs do gene HSPA9 no cérebro de pacientes 
com DA e idosos. 
Cérebro Grupo N Média 
Desvio 
Padrão 
Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 DA 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,77 
  Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 2 e 3 DA 35 0,13 0,02 0,12 0,09 0,18 0,12 
  Idosos 30 0,14 0,03 0,13 0,09 0,21   
 CpG 6, 7, 8, 9 e 10 DA 35 0,07 0,02 0,07 0,01 0,13 0,20 
  Idosos 30 0,06 0,02 0,06 0,02 0,11   
 CpG 11 DA 33 0,05 0,05 0,04 0,00 0,13 0,10 
  Idosos 29 0,03 0,03 0,03 0,00 0,08   
 CpG 12 e 13 DA 35 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,42 
  Idosos 30 0,02 0,01 0,01 0,00 0,06   
 CpG 14 DA 34 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,07 
  Idosos 30 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05   
 CpG 15 DA 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,57 
  Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 16 e 17 DA 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,53 
  Idosos 28 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03   
 CpG 19 e 20 DA 35 0,03 0,03 0,02 0,00 0,19 0,14 
  Idosos 30 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05   
 CpG 21 e 22 DA 35 0,15 0,05 0,16 0,05 0,23 0,41 
  Idosos 30 0,14 0,05 0,14 0,05 0,21   
 CpG 23 e 24 DA 35 0,08 0,02 0,08 0,00 0,12 0,35 
  Idosos 30 0,07 0,02 0,08 0,02 0,10   
 CpG 25 DA 34 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,44 
  Idosos 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06   
 CpG 27, 28, 29 e 30 DA 35 0,07 0,02 0,07 0,00 0,11 0,66 
  Idosos 30 0,07 0,02 0,07 0,01 0,11   
 CpG 31 DA 35 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 0,64 
  Idosos 30 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05   
 CpG 32, 33 e 34 DA 34 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,67 
  Idosos 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,06   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
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ANEXO 21: Metilação de CpGs do gene HSPA9 entre sangue periférico e 
cérebro de pacientes com DA e idosos. 
DA Tecido N Média Desvio Padrão Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Cérebro 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,43 
  Sangue 28 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07   
 CpG 2 e 3 Cérebro 35 0,13 0,02 0,12 0,09 0,18 0,67 
  Sangue 29 0,12 0,03 0,12 0,06 0,20   
 CpG 6, 7, 8, 9 e 10 Cérebro 35 0,07 0,02 0,07 0,01 0,13 0,01 
  Sangue 30 0,05 0,02 0,06 0,01 0,09   
 CpG 11 Cérebro 33 0,05 0,05 0,04 0,00 0,13 0,69 
  Sangue 28 0,04 0,05 0,02 0,00 0,16   
 CpG 12 e 13 Cérebro 35 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,20 
  Sangue 29 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06   
 CpG 14 Cérebro 34 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,06 
  Sangue 28 0,03 0,01 0,03 0,00 0,06   
 CpG 15 Cérebro 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,13 
  Sangue 29 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05   
 CpG 16 e 17 Cérebro 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,81 
  Sangue 29 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 19 e 20 Cérebro 35 0,03 0,03 0,02 0,00 0,19 0,47 
  Sangue 29 0,03 0,04 0,02 0,00 0,18   
 CpG 21 e 22 Cérebro 35 0,15 0,05 0,16 0,05 0,23 0,59 
  Sangue 30 0,15 0,05 0,16 0,05 0,26   
 CpG 23 e 24 Cérebro 35 0,08 0,02 0,08 0,00 0,12 0,05 
  Sangue 27 0,07 0,03 0,07 0,00 0,12   
 CpG 25 Cérebro 34 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,14 
  Sangue 24 0,03 0,03 0,02 0,00 0,14   
 CpG 27, 28, 29 e 30 Cérebro 35 0,07 0,02 0,07 0,00 0,11 0,32 
  Sangue 30 0,06 0,02 0,07 0,01 0,10   
 CpG 31 Cérebro 35 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 0,53 
  Sangue 28 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06   
 CpG 32, 33 e 34 Cérebro 34 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,80 
  Sangue 30 0,03 0,01 0,03 0,00 0,06   
 
Idosos Tecido N Média Desvio Padrão Mediana Mínimo Máximo p* 
 CpG 1 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,003 
  Sangue 18 0,03 0,02 0,02 0,01 0,07   
 CpG 2 e 3 Cérebro 30 0,14 0,03 0,13 0,09 0,21 0,18 
  Sangue 17 0,15 0,02 0,14 0,12 0,20   
 CpG 6, 7, 8, 9 e 10 Cérebro 30 0,06 0,02 0,06 0,02 0,11 0,08 
  Sangue 19 0,07 0,03 0,07 0,00 0,13   
 CpG 11 Cérebro 29 0,03 0,03 0,03 0,00 0,08 0,03 
  Sangue 19 0,05 0,03 0,04 0,00 0,12   
 CpG 12 e 13 Cérebro 30 0,02 0,01 0,01 0,00 0,06 0,29 
  Sangue 19 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04   
 CpG 14 Cérebro 30 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05 0,11 
  Sangue 15 0,04 0,02 0,04 0,00 0,06   
 CpG 15 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,24 
  Sangue 18 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03   
 CpG 16 e 17 Cérebro 28 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,46 
  Sangue 18 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02   
 CpG 19 e 20 Cérebro 30 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 0,01 
  Sangue 17 0,06 0,05 0,04 0,00 0,18   
 CpG 21 e 22 Cérebro 30 0,14 0,05 0,14 0,05 0,21 0,03 
  Sangue 18 0,17 0,04 0,17 0,06 0,25   
 CpG 23 e 24 Cérebro 30 0,07 0,02 0,08 0,02 0,10 0,67 
  Sangue 18 0,07 0,03 0,07 0,00 0,15   
 CpG 25 Cérebro 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06 0,42 
  Sangue 19 0,03 0,03 0,02 0,00 0,12   
 CpG 27, 28, 29 e 30 Cérebro 30 0,07 0,02 0,07 0,01 0,11 0,06 
  Sangue 18 0,05 0,03 0,05 0,00 0,11   
 CpG 31 Cérebro 30 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05 0,06 
  Sangue 16 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05   
 CpG 32, 33 e 34 Cérebro 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,06 0,71 
  Sangue 17 0,03 0,02 0,02 0,00 0,06   
N: Número de indivíduos; p*: teste t de Student; DA: Doença de Alzheimer. 
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Alzheimer’s Disease (AD) is the most common type of dementia in 
elderly population. AD is a complex neurodegenerative disorder that shows many 
gene expressions and protein alterations. Thus, gene expression regulation 
process, such epigenetic regulation, has been investigated in AD. AIM: This 
study aimed to evaluate gene expression and epigenetic regulation of DPYSL2, 
CNP, HSPA8 e HSPA9 genes in AD and controls. Furthermore, we aimed to 
evaluate the methylation levels of LINE1 in brain and peripheral blood of AD 
patients and controls. METHODS: mRNA quantification was performed using 
qRT-PCR, and methylation patterns were determinated by mass spectrometry 
and pyrosequencing. We analyzed three post mortem brain regions (entorhinal 
and auditory cortices and hippocampus) of 10 AD patients and 10 healthy elderly 
as well as peripheral blood lymphocytes of 16 young, 23 elderly and 34 AD 
patients. RESULTS: In peripheral blood, DPYSL2 and CNP genes were 
upregulated in young controls, and HSPA8 and HSPA9 were upregulated in AD 
patients. DPYSL2, CNP, HSPA8 and HSPA9 genes were downregulated in 
auditory cortex, entorhinal cortex and hippocampus of AD patients compared to 
elderly control group. Between the blood and brain tissues of AD patients and 
elderly controls, DPYSL2 and CNP genes presented higher expression in blood, 
whilst the HSPA8 and HSPA9 chaperones were more expressed in brain tissue. 
CONCLUSIONS: DPYSL2 and CNP upregulation in peripheral blood of young 
controls could be related to a higher proliferation of immune system and to the 
activation of those genes in pathways still unknown. The upregulation of 
chaperones in blood may be associated with a cellular response to oxidative 
stress. Differences in mRNA levels observed between blood and brain of AD 
patients and controls could be due to tissue-specific functions. The 
downregulation of all four genes in brain tissue of AD patients compared to 
controls could indicate a role for those genes in AD pathology, acting in neuronal 
death, extracellular signal modulation and protein accumulation. The higher 
methylation levels of LINE1 sequences may be related to AD development; 
however, methylation of candidate genes promoters does not appear to be the 
mechanism regulating gene expression in AD patients and controls.  
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Apêndice 6: Artigo submetido para Alzheimer´s and Dementia.  
 
                                                                                                               Apêndices 
130 
 
Apêndice 7: Artigo submetido para Geriatrics and Gerontology International. 
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